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La vida te golpeard mil veces, te ensefiara que habra personas con
mil rostros, personas que llegardn para quedarse y otros que se
marchardn sin aviso, aunque no lo quieras, la vida también te
ensefiard que algunos cambios eran necesarios y el tiempo te
mostrard que tomaste la decision correcta, pero lo mds importante
que puedes hacer en la vida es quererte, quererte mucho... porque te
vas a necesitar.

-Sam Chevalier

Algun dia estards justo donde quieres estar, tarde o temprano vas a
estar orgulloso de ti, te lo aseguro.
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1. Resumen.
Dos de las principales causas de muerte a nivel mundial son las enfermedades
cardiovasculares y el cancer (OMS, 2018). Estas pueden estar relacionadas teniendo en
cuenta que los sobrevivientes de cancer tienen un mayor riesgo de desarrollar insuficiencia
cardiaca debido al tipo de quimioterapia utilizada (Yeh et al., 2004).

En la actualidad la cardiotoxicidad por quimioterapia se considerada la principal debilidad
de este tratamiento, ya que afecta fuertemente la calidad de vida y supervivencia de los
pacientes con cancer, independientemente del prondstico oncoldgico. Es por esto que el
desarrollo farmacolégico ha tomado un auge en pro de mejorar las tasas de sobrevida y
remision.

De ahi que los farmacos a base de cobre “Casiopeinas” (Cas) podrian ser una alternativa
menos toxica y con mayor eficacia terapéutica. Sin embargo, estudios anteriores han
reportado que la administracion de las Cas, alteran las funciones mitocondriales y ocasionan
cardiotoxicidad dependiente de la dosis por lo que en el presente estudio se evalué el efecto
que tienen las Cas IlI-Ea, Ill-ia y llI-gly sobre la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ERO) en mitocondrias de cardiomiocitos aislados de rata y su impacto sobre la viabilidad
celular.

Para este estudio se aislaron cardiomiocitos ventriculares de corazones de rata y se
incubaron con la sonda MitoSOX Red, posteriormente las células se expusieron a
concentraciones 10 uM, 30 uM, 80 uM, 100 uM, por cada Cas (Cas llI-Ea, Cas lll-ia, Cas II-
gly). Después de los tratamientos se realizd una cinética de produccién de fluorescencia
para evaluar la velocidad de produccion de ERO mitocondrial, y un andlisis por microscopia
de fluorescencia para evaluar la formacién de ERO mitocondrial in situ (produccidn total de
ERO mitocondriales). También se evalud la viabilidad de los cardiomiocitos a diferentes
intervalos de tiempo.

Los resultados obtenidos mostraron que Cas lllI-Ea es la mas cardiotdxica, ya que todas sus
concentraciones disminuyen el porcentaje de viabilidad final e incrementan
significativamente la produccidn total de ERO mitocondriales. Cas Ill-ia también mostré un
aumento significativo en la produccion total de ERO mitocondriales en todas las
concentraciones, no obstante, solo se ven cambios significativos en el porcentaje de
viabilidad final con las concentraciones 10 uM y 30 pM. Cas ll-gly mostré un aumento
significativo en la produccidon total de ERO mitocondriales a concentraciones 10 uM y 100
MM, aunque no mostré cambios significativos en el porcentaje de viabilidad final. Y al
comparar sus efectos con el farmaco de referencia (DOX) se observa que las Cas tienen
menos efectos sobre el porcentaje de viabilidad final y la produccién total de ERO
mitocondriales.
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2. Introduccion.

2.1. Cancer.

El cancer se caracteriza por el crecimiento anormal de las células de nuestro organismo. Es
una enfermedad en la que se producen alteraciones en el ADN que ocasionan dafios en los
genes que controlan la proliferacién y la apoptosis celular, provocando que la célula pierda
la capacidad de autorregular su divisidon. Estas alteraciones en el ADN son mutaciones en
los nucledtidos de los acidos nucleicos producidos por errores de las propias enzimas del
organismo al copiar el ADN durante la division celular, al reparar daifios o por exposicién a
agentes carcindgenos. Las mutaciones del ADN deben perpetuarse en la célula una vez
producidas e ir acumuldndose en posteriores divisiones para que aparezca el fenotipo
canceroso en la célula. Los cambios genéticos que contribuyen a que aparezca la
enfermedad afectan a tres tipos de genes: los proto-oncogenes que influyen en el
crecimiento y division celular, los genes supresores de tumores y los genes reparadores del
ADN (Barrett y Anderson, 1993; Minamoto et al., 2000; Oliveira et al., 2007; El-Azem de
Haro, 2013; Quiralte, 2019).

Los factores responsables del desarrollo del cancer se clasifican como exdgenos vy
endogenos (Oliveira et al, 2007). El primer grupo incluye habitos nutricionales
(conservacion y preparacion de alimentos), estilo de vida, agentes fisicos (radiacién
ionizante y no ionizante), compuestos quimicos (naturales y sintéticos; como colorantes
azoicos, las aflatoxinas, asbestos, el benceno, el raddn, etc.) y agentes bioldgicos
(Helicobacter pylori, virus linfotréopico de células T Humanas | y Il, virus del papiloma
humano, virus de la hepatitis B y C, virus Epstein-Barr, poliomavirus de células de Merkel,
pardsitos como Schistosoma haemotobium, Clonorchis sinensis y Opisthorchis vivarium,
factores de crecimiento, etc.) (Pitot y Dragan, 1991; Barrett y Anderson, 1993; Farmer,
1994; Oliveira et al., 2007; Katzung 2019).

Habitos de vida poco saludables como: consumo excesivo de alcohol, inhalacién de tabaco
y productos relacionados, la ingestion de ciertos alimentos y su contaminaciéon por
micotoxinas, son responsables de una mayor incidencia de ciertos tipos de neoplasias en
varios grupos de poblacién (Gomes-Carneiro et al., 1997; Alberts et al., 2002; Oliveira et al.,
2007). Los factores enddgenos incluyen el dafio al sistema inmune, inflamacién crénica,
predisposicion genética, edad, balance endocrino y afeccidn fisioldgica (Weisburger, 1999;
Minamoto et al., 2000; Ohshima et al., 2003, 2005; Oliveira et al., 2007).

2.2. Problematica del cancer.

El cdncer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial; en 2015 se calcula que
provoco 8.8 millones de defunciones, y se identifican cinco tipos de cancer responsables del
mayor numero de fallecimientos: cancer pulmonar (1,69 millones de muertes), cancer
hepatico (788 000 defunciones), cancer colorrectal (774 000 muertes), cancer gastrico (754
000 defunciones) y de mama (571 000 muertes) (Organizacién Mundial de la Salud [OMS],
2018).
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En México el cancer es la tercera causa de muerte, fallecen por esta enfermedad 14 de cada
100 mexicanos y la expectativa de vida de quienes la padecen es de alrededor de 63 afios
(Secretaria de Salud, 2017).

Con informacién proveniente de estadisticas vitales, hay evidencia que en México durante
el periodo de 2011 a 2016, aproximadamente 50% de las muertes observadas por tumores
malignos en la poblacién de 0 a 17 aios se deben a cancer de érganos hematopoyéticos
(Instituto Nacional de Estadistica y Geografia [INEGI], 2018).
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Figura 1. Porcentaje de muertes observadas para los cinco principales tumores malignos en la
poblacién de 0 a 17 afos segun sexo. Serie anual de 2011 a 2016. Tomada de INEGI, 2018.

El cancer de encéfalo y otras partes del sistema nervioso central ocupa el segundo lugar
entre las cinco principales causas de mortalidad por neoplasias malignas en la poblacién de
0 a 17 afios. El tercer lugar lo ocupan los tumores malignos de huesos y cartilagos
articulares, seguidos de los del tejido linfatico, mientras que los tumores malignos de tejidos
mesoteliales y de los tejidos blandos, estan en el quinto lugar entre las principales causas
de mortalidad por tumores malignos en la poblacién de 0 a 17 afios. De manera general,
dos de cada 100 000 personas de 0 a 17 anos fallecen por un tumor en drganos
hematopoyéticos (INEGI, 2018).

Si bien el cdncer no es muy comun en adultos jovenes, existen varios tipos que pueden
desarrollarse en ese periodo de la vida y su tratamiento representa un reto. A diferencia de
los canceres en la infancia y adolescencia, que estan mayormente influenciados por
cambios celulares en el ADN que ocurren durante el desarrollo embrionario o los primeros
afos de vida, o de los cadnceres que aparecen en adultos mayores que estan fuertemente
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influenciados por los estilos de vida, los canceres que se presentan en adultos jovenes son
una mezcla, de forma tal que en los jovenes menores de 25 aiflos son mds comunes las
leucemias (uno de los tipos de cancer de érganos hematopoyéticos) y los linfomas (una de
las formas del cancer de tejido linfatico y afines), mientras que entre los de 26 a 29 aios se
observan canceres cervicales, de mama y colon, cuya tendencia se incrementa con la edad
(American Cancer Society, 2018).

2.3. Tratamientos actuales contra el cancer.

La meta final de todo régimen anticancerigeno es eliminar todas las células neoplasicas y
producir la curacién; algo que no se logra en muchos casos, una de las razones radica en
que algunos agentes matan a células en general y no solo a células cancerosas.

En los ultimos 50 afios, la quimioterapia y la radioterapia se han convertido en dos de los
pilares del tratamiento de varios tipos de cdncer. Su uso ha permitido un aumento en la
sobrevida de los pacientes con cancer; no obstante, la frecuencia de su uso para lograr
remision, las dosis y su mecanismo de accion pueden generar efectos secundarios en los
pacientes. Uno de los efectos secundarios mds preocupantes generados por la
guimioterapia y la radioterapia es la cardiotoxicidad (Velasquez et al., 2016).

La cardiotoxicidad es un término general usado para describir una toxicidad que afecta al
corazon de forma directa o indirecta; de forma directa mediante un dafo a la estructura del
corazdn e indirecta a través de los estados trombogénicos y las alteraciones hemodinamicas
del flujo sanguineo (Florescu et al., 2013).

Desde el punto de vista clinico la cardiotoxicidad se puede presentar de forma temprana
durante el tratamiento, o hasta 40 afios después de finalizada la terapia (Jiji et al., 2012).
Entendiendo la variable tiempo, el dafio miocardico se clasifica en:

1. Agudo (se desarrolla desde el inicio del tratamiento hasta dos semanas después de
terminado) o subagudo (se presentan hasta ocho meses posteriores al inicio de la terapia):
se caracterizan por la presencia de alteraciones de la repolarizacién ventricular o en el
intervalo QT (es la medida del tiempo entre el comienzo de la onda Qy el finaldelaonda T
en el electrocardiograma), arritmias supraventriculares, arritmias ventriculares, eventos
coronarios agudos, pericarditis, miocarditis, isquemia vaso espdstica, enfermedades
tromboembodlicas (Parma et al., 2013; Jiménez-Cotes et al., 2015; Velasquez et al., 2016).

2. Crénico (la toxicidad aparece posterior a un afio de completar la terapia, a su vez la
cardiotoxicidad crénica se divide en dos estados; durante el primer afio se denomina
temprana y las que ocurren afios después a la finalizacién de la terapia se denominan
tardias): se caracteriza por manifestar hipertensién arterial, sindrome coronario agudo,
cardiomiopatias, insuficiencia cardiaca sistélica o diastélica, falla cardiaca (Parma et al.,
2013; Jiménez-Cotes et al., 2015; Veldsquez et al., 2016).
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2.3.1. Radioterapia.

La radioterapia es un tratamiento del cadncer que usa altas dosis de radiacién para destruir
células cancerosas y reducir tumores. Se recomienda bdsicamente para ciertos tipos de
cancer de presentacién localizada. Consiste en la utilizacion de radiaciones ionizantes
(Marin, 2001; Instituto Nacional del Cancer [INC], 2018).

La radiacién impide el crecimiento y division de las células e incluso llega a la destruccién
de las mismas; cuando se irradia una parte del organismo se producird una destruccion de
células tanto tumorales como sanas. Las células tumorales crecen y se dividen mds rdpido
que las células sanas, por lo que son mas radiosensibles y no son capaces de reparar las
lesiones producidas por la radiacién y por tanto mueren en mayor cantidad que las células
normales (Verdu et al., 2002).

Los efectos de la radiaciéon en el tejido adyacente dependen de la cantidad total de
radiacion, la dosis por tratamiento, la técnica de administracién y el tipo de tejido (Lee y
Mallik, 2005).

El corazén se incluyé tipicamente en el campo de la irradiacidon durante la radiacion en el
tratamiento de la enfermedad de Hodgkin, la irradiacion de la mama izquierda y otras
neoplasias malignas mediastinicas. A pesar de esto fue hasta 1960, que se reconocid la
asociacién entre la radioterapia previa al térax y las diversas formas de enfermedades
cardiacas (Tewart et al., 1968; Fajardo et al., 1973).

El espectro de efectos cardiotdxicos de la radioterapia es extenso y puede afectar a todas
las estructuras del corazon (Eldabaje et al., 2015). Dosis tordcicas superiores a 30 Gray (Gy)
se asocian a efectos dafinos sobre el sistema cardiovascular, los cuales pueden aparecer
muy tardiamente en la evolucién de estos enfermos, incluso décadas después de recibida
la radioterapia (Stewart et al., 1995). Pericarditis cronica se describe en 3% a 20 afios y 12%
a 30 aios luego de irradiacion superior a 35 Gy (Mulrooney et al., 2009). También se
describen procesos fibréticos, tanto del endocardio como del aparato valvular que pueden
causar valvulopatias (Ong et al., 2013), dafio microvascular coronario (Veinot y Edwards,
1996) y mayor incidencia de enfermedad aterosclerdtica, afectando tipicamente los
segmentos proximales del drbol coronario (Heidenreich et al., 2007).

Por ejemplo, sobrevivientes de linfoma no Hodgkin tienen un incremento de 4-6 veces en
el riesgo de desarrollar cardiopatia coronaria, comparado con la poblacién general y en
mujeres asintomaticas sometidas a radioterapia toracica hasta 50% presentan nuevos
defectos de perfusion (Yusuf et al., 2011).

2.3.2. Quimioterapia.

En la quimioterapia se emplean sustancias que se caracterizan por impedir el desarrollo,
crecimiento y proliferacion de las células cancerigenas o tumorales, dentro de ellos existen
diferentes mecanismos de accién Figura 2 y dependiendo de la parte del ciclo celular en la
gue actuan se pueden clasificar en:
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adenosindesaminasa.

6-MERCAPTOPURINA.
6-TIOGUANINA.

Inhibe la biosintesis del anillo
purinico. AGENTES ALQUILANTES.
MITOMICINA.

Inhiben las interconversiones de CISPLATINO.

nucleétidos.
Formacién de enlaces cruzados.

METOTREXATO.

Inhibe la reduccién de ’ . V3 CAMPOTECINAS.

dihidrofolato. d Y § S 4 DOXORRUBICINA.
o - 7 "l 3\ 7Jii ETOPOSIDO.

Bloquea TMP y la sintesis de purina. | & AMSACRINA.

CITARABINA.

Inhibicién de topoisomerasa Il.

R e e Inhibicion de sintesis de ARN.

ARN (de transferencia, DACTINOMICINA.

mensajero y ribosémico). Se intercalan con el ADN.

Inhibicién la funcion ARN.

L-ASPARAGINASA.

Desamina la asparagina. . B
parag Inhibe topoisomerasa Il.

Inhibe la sintesis proteica. Inhibe sintesis de ARN.

PACLITAXEL.
ALCALOIDES DE LA VINCA.
COLCHICINA.

Proteinas. Inhiben la funcién de los
microtuibulos.

Enzimas (etc.) Microtubulos.

Figura 2. Resumen de algunos mecanismos de accion de diferentes tipos de antineoplasicos.
Tomado y modificado de Goodman y Gilman, 2007.

1. No especificos para el ciclo celular. Son agentes tdxicos que actuan durante cualquiera
de las fases del ciclo de divisién (Gi, S, G2 o M). Cisplatino, Carboplatino etc. (Marin, 2001;
Lépez, 2012).

2. Especificos para el ciclo celular. Son agentes citotéxicos que actian en solo una de las
fases del ciclo de divisidn Figura 3 (Lépez, 2012). El incremento en las dosis no produce una
mayor respuesta, pero puede mejorar su efectividad por expansion prolongada: L-
Asparaginasa, Antimetabolitos, Alcaloides de vinca, etc. (Marin, 2001).

Pagina | 12



Antimetabolitos
Productos naturales .

Agentes
alquilantes

Figura 3. Ciclo celular que muestra las etapas donde algunos antineopldsicos actuan. Tomado y
modificado de Almeida et al., 2005.

También se encuentran divididos en otros dos grupos, los que afectan al &cido
desoxirribonucleico (ADN) y los que no lo afectan. En el grupo de los que afectan al ADN,
encontramos como ejemplo a la ciclofosfamida y en el grupo de los que no afectan al ADN
encontramos como ejemplo a la vinblastina (Lépez, 2012).

Algunos ejemplos de agentes antineopldsicos son los siguientes:

e Agentes alquilantes: clorambucil, ciclofosfamida, busulfan, fosfamida,
mecloretamina, melfalan.

e Antibidticos antraciclinicos: doxorrubicina, daunorrubicina.

e Otros antibidticos: dactinomicina, mitomicina, mitoxantrona.

e Nitrosoureas: carmustina, lomustina, estreptozocina.

e Misceldneos: carboplatino, cisplatino, dacarbacina.

e Antimitéticos: paclitaxel, docetaxel, vinblastina, vincristina, vindesina, vinorelbina.

Y estos pueden ser administrados solos o en combinacién durante periodos de tiempo
cortos o de forma continua en funcién a la sensibilidad del tipo de tumor y tratando de
evitar los efectos tdxicos sobre drganos muy sensibles, como la medula ésea, el epitelio
intestinal, los rifiones, corazén o el sistema nervioso (Kierszenbaum, 2008; INC, 2017).
Generalmente, las combinaciones funcionan mejor que los medicamentos Unicos porque
eliminan por diferentes vias a la mayoria de células cancerosas (Sanchez, 2018).

No obstante, el uso de farmacos en un tratamiento sistematico para neoplasias malignas
no se documentd sino hasta 1865, cuando Lissauer administraba arseinato de potasio a
pacientes leucémicos y observaba efectos positivos. Afios después en 1898, Paul Erhlich
descubrid la arsfenamina, primer agente alquilante ocupado como quimioterapéutico a
partir de 1940 (Marin, 2001).
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En el afio 1962 como resultado de un programa publico de identificacion de nuevos
compuestos antitumorales desarrollado en Estados Unidos se encontré que el extracto del
arbol japones Taxus brevifolia, tenia actividad antitumoral en diferentes tipos de tumores.
A pesar de ello fue hasta 1992 que la Food and Drug Administration (FDA) aprobd el uso del
Taxol contra el cadncer de ovario y en el afo de 1994 se aprobd su uso contra el cancer de
mama (Manzanera, 2012).

El primer farmaco anticancerigeno con un metal fue descubierto por Barnett Rosenberg en
el ailo de 1969, Rosenberg reportd la actividad citostatica de un compuesto sintético de
origen inorganico, este compuesto fue el cis-diclorodiaminoplatino (ll), conocido
clinicamente como cisplatino. En el afio de 1978 el cisplatino fue aprobado para el
tratamiento de cancer de ovario y testicular por la FDA. El Carboplatino, considerado como
la segunda generacion de farmacos anticancerigenos basados en platino fue introducido en
la practica clinica en el afio 1981. Y en el 2002, el Oxaliplatino también fue aprobado para
su uso clinico como agente para quimioterapias (Marin, 2001; Manzanera, 2012; Lopez et
al., 2013).

El cisplatino y el carboplatino son farmacos con mecanismos de accién y actividad
antitumoral similares, aunque difieren en el perfil toxicolégico. Al activarse
intracelularmente, quedan libres dos valencias del ion platino, que forman dos enlaces
estables con componentes del ADN. El resultado es la alteracidon de la configuracion
tridimensional del ADN, la produccidn de errores de transcripcion y la imposibilidad de que
las cadenas se separen para la replicacion. El cisplatino tiene una toxicidad variada e
importante.

Es el farmaco antineoplasico mas nefrotdxico; se demuestra en el incremento de creatinina
y de urea. Las lesiones renales consisten en esclerosis glomerular, fibrosis y necrosis tubular,
lo que origina hipomagnesemia, hipocalcemia e hiponatremia. La toxicidad neuroldgica se
manifiesta por ototoxicidad (toxicidad auditiva), con la aparicién de tinnitus e hipoacusia en
el intervalo de las frecuencias altas, asi como neuropatia periférica. La toxicidad medular se
manifiesta con neuropatia, trombopenia y anemia moderada. El carboplatino podria ser una
alternativa para los pacientes con deterioro progresivo de la funcién renal ya que es diez
veces mas soluble que el cisplatino, por lo que se elimina mas facilmente por el rifidn, sin
embargo, presenta mielotoxicidad grave y el oxaliplatino presenta toxicidad neurolégica
(Benedi y Gomez, 2006; Veldzquez 2018).

2.3.2.1. Doxorrubicina.

Las antraciclinas (daunorrubicina, doxorrubicina, epirubicina e idarubicina) son un grupo
importante de farmacos antineoplasicos usados ampliamente en el tratamiento de tumores
sélidos, linfomas y leucemias. Estos farmacos pertenecen a la clase de antibidticos
antineoplasicos que interfieren con la replicacién celular al actuar sobre el ADN a diferentes
niveles, mostrando efectos en cada fase del ciclo celular (Duran, 2011).
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Las primeras antraciclinas se aislaron del Streptomyces peucetius productor de pigmento a
principios de la década de 1960 y se denominaron doxorrubicina y daunorrubicina (Minotti
etal., 2004).

La doxorrubicina (DOX) y daunorrubicina (DNR) son las antraciclinas mas usadas, la Unica
diferencia entre la estructura molecular de ambas es la cadena lateral que en la DOX
termina con un alcohol primario, mientras que en la DNR termina en un metil Figura 4. Esta
diferencia tiene una consecuencia importante en su espectro de accién. De hecho, la DOX
se usa para el tratamiento del cdncer de mama, tumores sélidos de la infancia, sarcomas de
tejidos blandos, y linfomas agresivos, mientras que la DNR muestra actividad en leucemias
mieloblasticas o linfoblasticas agudas (Minotti et al., 2004; Duran, 2011).

HO 2

Figura 4. Estructuras de doxorrubicina (DOX), daunorrubicina (DNR). Tomada de Minotti et al., 2004.

2.3.2.1.1. Mecanismos de accidn (accidn citotdxica).
Realmente, existe cierta controversia en relacion al mecanismo de accién de la DOX. No hay
un unico mecanismo de accion:

1. La DOX bloquea la sintesis de ARN y ADN. Las células en fase S son mas sensibles a este
agente debido a que en esta fase se sintetiza el ADN de la célula hija y cuando la DOX se
une, la célula no puede continuar el ciclo celular ni dividirse.

Destaca su capacidad para intercalarse entre los pares de bases adyacentes de ADN y fijarse
con intensidad diversa. Esta accion modifica las propiedades del ADN, pero por si misma no
es suficiente para ejercer su accion letal. Una de las acciones que actualmente se considera
critica es la inhibicion de la topoisomerasa Il (topo Il). La actividad funcional de esta enzima
es necesaria para la replicacion de ADN, transcripcién, recombinacién y remodelacion de la
cromatina; enzima encargada de enrollar o desenrollar el ADN (El-Azem de Haro, 2013).
DOX se fija al complejo binario ADN-topo Il formando un complejo ternario, de gran
estabilidad que facilita la rotura irreversible tanto de cadenas sencillas como de cadenas
dobles de ADN; evita la accion de desenrollar la doble hélice de ADN, esto lleva al paro del
ciclo celular en las fases G1 y G2 y conlleva a una muerte celular programada al no poder
replicar el material genético (El-Azem de Haro, 2013; Rebollo, 2016).
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2. Unién a la membrana celular, lo que altera su fluidez normal y el transporte de iones
(Katzung 2019). La DOX tiene gran afinidad por un fosfolipido muy presente en la membrana
interna, la cardiolipina, con la que forma complejos, acumulandose de esta manera en la
mitocondria, ademads provoca un posible colapso de la actividad de la cadena de transporte
electrénico mitocondrial; evita la sintesis y correcta funcidn de los complejos de la cadena
de transporte de electrones (Marcillat et al.,1989; Duran, 2011; El Azem de Haro, 2013).

3. Produccion de radicales libres de oxigeno y semiquindnicos, via reacciéon de reduccion
enzimatica. Las antraciclinas son capaces de sufrir reduccién de uno y dos electrones a
compuestos reactivos capaces de causar dafio al ADN, y membranas celulares. Una
reduccion de un electrén de DNR o DOX lleva a la formacién del radical libre semiquinona
correspondiente. En presencia de oxigeno, este radical libre rapidamente dona su electrén

al oxigeno y genera un anidn superdxido (02" ). Aunque este no es tdxico por si mismo,
puede reaccionar originando perdxido de hidrogeno (H:0), oxidante importante en las
células y radical hidroxilo (OH). Los radicales hidroxilo son extremadamente reactivos y su
generaciéon inmediatamente adyacente al ADN hace poco probable que los antioxidantes
sean efectivos. Esto explica la falla de los antioxidantes para prevenir cardiotoxicidad
(Muraoka y Miura, 2003; Minotti et al., 2004; Duran, 2011). Estas especies reactivas de
oxigeno (ERO) causan la peroxidacién de los lipidos de membrana y otros componentes
celulares e inhiben la respiracion celular, por dafio a los componentes de la cadena de
fosforilacién oxidativa y a la membrana de la mitocondria (Duran, 2011; Rebollo, 2016).

El resultado final de esto, como consecuencia de las interacciones y dafios que producen las
ERO con el entorno, serd la apoptosis de la célula por varios mecanismos posibles; hay tres
vias para ello (Desregulacion de la proteina p53, Desregulaciéon de la concentracién de
calcio, Desregulacion de los factores de transcripcion) (Zhang et al., 2009; El Azem de Haro,
2013).
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2.3.2.1.2. Toxicidad inducida por antraciclinas.

Las antraciclinas solo son administradas intravenosamente e intravesicalmente y se
metabolizan en el higado. El ritmo de la eliminacién de estos farmacos, y por lo tanto su
toxicidad, son rara vez limitados por la funcidon hepatica (Duran, 2011; Rebollo, 2016).
Tienen un rango de toxicidad que incluye a la mielosupresién, mucositis, y pérdida de
cabello, pero la mayor importancia se da al dafio cardiaco. (Duran, 2011; Rebollo, 2016;
Katzung 2019).

Por lo que los oncélogos que prescriben antraciclinas deben poner constantemente en la
balanza su efecto anticdncer contra el riesgo de dafio cardiaco. En los nifios el problema es
aun mds importante debido a que tendran largo tiempo de sobrevida una vez que el cancer
sea curado. La cardiotoxicidad asociada a antraciclinas en sobrevivientes de cancer infantil
se caracteriza por una reduccién de la masa y del grosor de la pared ventricular izquierda,
que indica una disminucion del musculo cardiaco. La reduccidn de la masa cardiaca aumenta
la poscarga, que resulta en disminucion de la contractilidad ventricular izquierda. Estos
cambios llevan al desarrollo de cardiomiopatia (Duran, 2011).

2.4. Corazon.

El corazén es un érgano de bombeo constituido, anatdmicamente por dos unidades, cada
una de las cuales se encuentra integrada por una auricula y un ventriculo. La mitad derecha
del corazén bombea sangre hacia los pulmones, donde ocurre la depuracién de biéxido de
carbono y la captacidn de oxigeno, mientras que la parte izquierda bombea sangre hacia los
tejidos periféricos, dotandolos de oxigeno y removiendo el biéxido de carbono que
permanentemente producen (Mendoza-Medellin y Torres-Velazquez, 2002). Los
ventriculos y las auriculas estdan compuestos por tejidos musculares especializados para la
actividad mecanica y su coordinacidn por sefalizacidn eléctrica (Kerckhoffs, 2010).

A nivel celular, los componentes principales del corazén postnatal son los cardiomiocitos,
los fibroblastos cardiacos o cardiofibroblastos, las células endoteliales y las células
vasculares de musculo liso. En un corazéon adulto normal los cardiomiocitos ocupan la
mayoria del volumen tisular; aunque constituyen aproximadamente del 30-35% del numero
total de células. Las células no musculares constituyen aproximadamente del 65-70%
restante, entre los cuales los cardiofibroblastos representan la vasta mayoria (Nag, 1980;
Kerckhoffs, 2010). El espacio entre los cardiomiocitos estd ocupado por la matriz
extracelular, formada por proteinas estructurales, de las que las mas importantes son la
colagena tipo | y lll. Las fibras de coldgena forman una red que se organiza en distintos
componentes: el endomisio, que rodea a cada cardiomiocito y lo une a los vasos
adyacentes, el perimisio que rodea a grupos de cardiomiocitos y se conecta con el epimisio
que discurre alo largo de la superficie endocdrdica y epicardica. Esta disposicidon de la matriz
extracelular, que se une al esqueleto fibroso, mantiene la arquitectura cardiaca durante el
proceso de contraccidn-relajacion y previene el deslizamiento y el sobre estiramiento de los
cardiomiocitos (Tresguerres et al., 2005).
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Figura 6. Cardiomiocitos aislados de rata. Tomada de Nippert et al., 2017.

Los cardiomiocitos son las células musculares especializadas del corazén que se encargan
de la contraccién; Su funcién principal es la generacién de fuerza que causa la contraccién
mecdnica de la célula y el tejido. Al igual que en otras células musculares estriadas, la fuerza
se genera por las interacciones moleculares de los filamentos de actina y miosina, que se
ensamblan en los llamados sarcémeros (Kerckhoffs, 2010). La actividad cardiaca requiere
un elevado y continuo aporte de energia, por lo cual, a diferencia del musculo esquelético
presenta permanentemente un metabolismo aerobio; esto explica que las mitocondrias
representen aproximadamente la mitad del volumen cardiaco (Nelson y Cox, 2000).

Las mitocondrias ocupan una gran proporcion de cada miocito. Normalmente, se
concentran en las partes de la célula que contribuyen activamente al metabolismo
energético. Por ello, en los miocitos se encuentran encajadas entre las miofibrillas,
presumiblemente, para suministrar rapidamente la energia (Heredia, 2002).
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Figura 7. Estructura de la célula del musculo cardiaco. Tomada y editada de
http://163.178.103.176/Tema3C/Grupos/Saladin/ASCf.html.
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2.5. Mitocondria.

Las mitocondrias son una parte integral de la compleja citoarquitectura de los
cardiomiocitos adultos (Sanchez, 2015). Las mitocondrias ocupan el 20-30% del volumen
celular de un cardiomiocito, destacando su papel critico en la alta demanda de energia en
el corazon (Marin, 2013).

Estructuralmente, la mitocondria estd formada por una membrana externa (MEM), una
membrana interna (MIM), matriz y el espacio intermembrana (Sanchez, 2015).

La matriz mitocondrial contiene ribosomas para sintesis proteica y ADN, que codifican
algunas de las subunidades de los complejos de la cadena de fosforilacion oxidativa.
Contiene, ademads, las enzimas para la betaoxidacion de acidos grasos y casi todas las
enzimas para el ciclo de Krebs (excepto el succinato deshidrogenasa, que esta unida a la
membrana como parte de la cadena respiratoria [complejo 11]) (Regueira et al., 2009).

La MIM se caracteriza morfolédgicamente por presentar unas invaginaciones (crestas) con
multitud de complejos enzimdaticos y proteinas que regulan el paso de metabolitos. Esta
membrana resulta especialmente impermeable a iones, debido a su alto contenido en el
fosfolipido cardiolipina y a la gran cantidad de bombas y transportadores especificos como
el translocador de nucledtidos de adenina (ANT). Por el contrario, la MEM carece de
crestas, por lo que en condiciones fisioldgicas su permeabilidad es menos selectiva gracias
a la presencia de una proteina denominada porina o canal anidnico dependiente de voltaje
(VDAC), que permite el paso de iones y metabolitos con pesos moleculares inferiores a
6,000 Da (Luna et al., 2013).

Membrana
mitocondrial Membrana
externa mitocondrial

interna

. Crestas Y.
mitocondriales |

Figura 8. Representacidén esquematica de una mitocondria. Tomada de https://temas-selectos-de-
ciencias.blogspot.com/p/fosforilacion-oxidativa.html.

El papel principal de las mitocondrias es el de abastecer de energia a la célula ya que en su
interior tiene lugar la fosforilacidon oxidativa donde se genera un gran poder reductor. Esto
se lleva a cabo mediante una serie de complejos enzimaticos: I, II, lll y IV que forman la
cadena transportadora de electrones. Estos complejos generan un gradiente
electroquimico sobre la membrana interna mitocondrial mediante el paso de protones
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hacia el espacio intermembranal. Este gradiente es convertido en energia por la enzima ATP
sintasa (o complejo V) en forma de moléculas de ATP (adenosin trifosfato). Los electrones
son llevados de los complejos | y Il al complejo Il por la coenzima Q, y del complejo 11l al
complejo IV por el citocromo C (Luna et al., 2013).

Como producto de la fosforilacién oxidativa, en la mitocondria se producen ERO. Estas se
generan por el filtrado de electrones al oxigeno molecular que, por la adiciéon de un Unico

electron forma anién superdxido (O2°) el cual puede ser rdpidamente dismutado por la
superéxido dismutasa (SOD) hacia la formacidon de H;0, y O, este ultimo puede ser

reutilizado para generar nuevamente anién superoxido (02’), y el H,0, producido por la
dismutacién del anién superdxido puede generar al radical OH-; la formacién de este radical
a nivel celular se da por varios mecanismos, uno de ellos es por la presencia de metales de
transicion. El radical OH" es considerado una de las especies oxidantes mds dafiinas por su
vida media corta y alta reactividad, suele actuar en los sitios cercanos donde se produce; es
capaz de dafiar el ADN, proteinas, lipidos, glucidos y otras estructuras celulares (Corrales y
Mufoz, 2012; Macedo, 2012; ElI-Azem de Haro, 2013; Sdnchez, 2015).

En mitocondrias aisladas, el superéxido se puede generar en varios sitios en los complejos |
y lll, en las deshidrogenasas de glicerol 3-fosfato, 2-oxaglutarato y piruvato v,
probablemente, también en el complejo Il. Sin embargo, los principales productores son
complejo | y el lll de la cadena transportadora de electrones (Macedo, 2012). Del O;

consumido, un 0.2 — 2% es convertido en O;". Esto convierte a la mitocondria en la mayor
fuente de ERO intracelularmente (Sanchez, 2015).

Las ERO también se generan en otros organulos celulares como los peroxisomas.
Normalmente no se genera gran cantidad de anién superdxido que pueda liberarse al
citosol y danar otras estructuras, pero cuando se producen situaciones de desequilibrio
enzimatico en las que fallen los mecanismos antioxidantes que evitan la formacién de anién
superdxido o radical hidroxilo, estas pueden liberarse al exterior del peroxisoma. Las células
fagociticas como los neutrdfilos también son productoras de ERO bajo situaciones de
inflamacién con un fin defensivo (ElI-Azem de Haro, 2013).

Las ERO regulan varios procesos celulares, en el caso de mamiferos son la secrecién y acciéon
de la insulina, la producciéon de hormonas de crecimiento, citocinas (comunicacién entre
células), la union de la proteina G a sus receptores, factores de transcripcion, regulacién de
los transportadores y canales de iones por citar algunos (Bartozs, 2009).

Para nivelar y contrarrestar el efecto nocivo del exceso de produccion de estos radicales
libres, el organismo cuenta con mecanismos como la defensa antioxidante que intercepta
las ERO evitando con ello la generacion de nuevos radicales libres. Un desbalance
ocasionado ya sea por produccién excesiva de radicales libres o por reducciéon en la
capacidad antioxidante, provoca la situacién conocida como estrés oxidante (Sdnchez,
2015).
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Sies, define al estrés oxidante como “una alteracién en el equilibrio pro-oxidante/
antioxidante, favoreciendo a los primeros y provocando un dafio potencial” (Sies, 1997).
Este dafio es conocido como dafio oxidante a quien Whiteman y Halliwell lo definen como
“el dafo biomolecular causado por el ataque de ERO sobre los componentes de los
organismos vivos” (Halliwell y Whiteman, 2004).

El estrés oxidante se presenta en diversos estados patoldgicos en los cuales se altera la
funcionalidad celular, contribuyendo o retroalimentando el desarrollo de enfermedades
degenerativas como la aterosclerosis, cardiomiopatias, enfermedades neuroldgicas, y
cancer (Finkel y Holbrook, 2000).

2.6. Casiopeinas como nueva estrategia terapéutica.

Entre los compuestos usados en quimioterapia estan los elementos de coordinacion, estos
pueden ser un complejo neutro o un compuesto idnico, el ion generalmente es un metal
rodeado de otros &tomos o moléculas organicas (Desoize y Madoulet, 2002).

Los compuestos que han llamado la atencidn son aquellos que presentan un centro
metalico, los cuales incluyen plata (Ag), hierro (Fe), rutenio (Ru), galio (Ga), oro (Au), platino
(Pt) y cobre (Cu), por mencionar algunos (Cermefio, 2007).

El cobre (Cu) es un metal de transicion ([Ar] 4s! 3d'°) que es esencial en los sistemas
bioldgicos incluyendo el humano, sus propiedades quimicas le permiten la participacién en
procesos fundamentales que involucran transferencia de electrones asociada a enzimas
oxidantes, por ejemplo, la hemocianina, citocromo oxidasa y superéxido dismutasa
(Cermeno, 2007; Tello, 2011).

El Cu se encuentra presente en una gran cantidad de alimentos cotidianos, como el higado,
rifndn, mollejas, carnes, cereales integrales, frutas secas y legumbres (Lopez, 2012). Dentro
de las células la concentracion de Cu no excede de 10°1> M. Otros estudios adicionales han
establecido que el Cu es importante durante el crecimiento de los nifios, interviene en
mecanismos de defensa, fuerza en los huesos, maduracién de las células rojas y blancas,
transporte de hierro, metabolismo del colesterol, metabolismo de Ila glucosa,
contractibilidad del miocardio y desarrollo del cerebro, facilita la sintesis del colageno y la
elastina necesarios para el buen estado de los vasos sanguineos, los cartilagos, los pulmones
y la piel (Cermeiio, 2007).

De ahi que el interés por desarrollar complejos de Cu (Il) con fines terapéuticos, se
fundamenta en la baja toxicidad de este metal hacia las células normales. Adicional a esto
al ser un metal esencial se espera que su toxicidad sea menor que los complejos de platino
(Bravo et al., 2002; Veldzquez 2018). Por tal motivo desde 1975 un grupo de investigadores
pertenecientes a la Division de Estudios de Posgrado de la Facultad de Quimica de la UNAM,
encabezados por la Dra. Lena Ruiz Azuara inicio el desarrollo de una serie de compuestos
de coordinacién con posible actividad antineoplasica, a los que nombro Casiopeinas (Ruiz-
Ramirez et al., 1995; Hernandez, 2008).
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Las Casiopeinas (Cas) presentan en su estructura quimica un centro metadlico ocupado por
union de Cu (Il) el cual tiene coordinado un ligante bidentado tipo diimina (N-N) y un ligante
secundario que pude ser un a-aminoacidato (N-O) o un donador tipo O-O (acetilacetonato
o salicialdehidato), con féormula general [Cu(N-N) (N-O)]NOs o [Cu(N-N) (O-O)]NOs (Ruiz-
Ramirez et al., 1995; Marquez et al., 2000; Alemdn-Medina et al., 2007).

Las Cas son analogos al cisplatino y fueron disefiadas para reaccionar con el ADN y se ha
visto que tienen particular afinidad por la Adenina. Se piensa que una vez asociadas al ADN,
la eventual reduccién del Cu originaria ERO como los radicales hidroxilo (OH) o superdxido
(O27) Figura 9; las ERO pueden reaccionar con diferentes macromoléculas como los acidos
nucleidos o bien, otras estructuras celulares como el citosol o las mitocondrias, causando
dafio oxidativo dentro de la célula, que se observa como una alta frecuencia de
Micronucleos (MN), Aberraciones Cromosdmicas(AC) y de Intercambio de Cromadtidas
Hermanas (ICHs) asi como la muerte celular (Bravo et al., 2002; Cancino, 2008; Alemon-
Medina et al., 2007; Alvarez-Barrera et al., 2016; Rodriguez-Mercado et al., 2017).

'O, + Cu > 0, + Cu”

Cu” + H,0, > Cu®" + OH + OH’

Figura 9. Reacciones de oxido-reduccidn involucradas en la generacion de ERO. Reacciones
Fenton/Haber Weiss. En presencia del ion superdxido (02" ) o de agentes reductores tales como el
4cido ascérbico o GSH (glutatidn), el Cu?* puede ser reducido a Cu*, el cual es capaz de catalizarla
formacién de radicales hidroxilo (OH?) a partir de perdxido de hidrégeno (H;02). Tomada de
Hernandez, 2008.

Las Cas presentan actividad citotdxica (Alemdén-Medina et al., 2007; Tello, 2011; Rodriguez
et al., 2017) y citostatica en diferentes tejidos (Cermefio, 2007), asi como efecto
antineoplasico tanto in vivo como in vitro (Gracia-Mora et al., 2001; Trejo-Solis et al., 2005;
Alemén-Medina et al., 2011). Ademas, algunas parecen inducir distinto grado de muerte
celular (citotoxicidad), asi como fragmentacion del genoma (clastogenicidad) en Linfocitos
(Roldan y Cancino, 2006) y células Hela (Alemdn-Medina et al., 2007).

Se han estudiado algunas de las caracteristicas de las Cas que posiblemente contribuyen a
su actividad como compuestos antineoplasicos, algunas de las principales son:

e La utilizacién de aminodcidos como ligandos (N-O) facilita la interaccion de la
molécula con la cadena de ADN. Se han observado distintos grados de interaccién
con el material genético dependiendo del tipo de aminoacido empleado (Sugimori
etal., 1997).
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e El tipo y cantidad de sustituyentes presentes en el ligando bidentado tipo diimina
(N-N) influyen en la actividad antineoplasica que el compuesto presentard. Se ha
observado que la presencia del tercer anillo aromatico en el ligante bidentado
influye en la actividad del compuesto (Bravo-Gémez et al., 2009).

e Las Cas poseen actividad citotodxica, citostatica y antitumoral asociada al aumento
de ERO, producen una disminucién en las concentraciones de glutatién intracelular
(Alemoén-Medina et al., 2007).

e Una de las principales hipotesis que se maneja del posible mecanismo de accién es
que la estructura plana de las Cas permite su interaccion con el ADN mediante
interacciones m-  (Hernandez,2008).

Actualmente se han sintetizado mas de 100 Cas (Davila, 2017), algunas de las cuales se
muestran en el Cuadro 1 (Lépez, 2012). Se ha observado que las Cas presentan diferentes
grados de actividad y selectividad dependiendo del tipo de complejo, siendo las familias |,
[I'y Il las de mayor potencial antineopldsico (Lopez, 2012). Dentro de la familia Il, destaca
la Cas ll-gly y en la familia lll destacan las Cas lll-Ea y lll-ia, como los compuestos mas
prometedores para combatir el cancer.

En cuanto a las caracteristicas particulares de la Cas ll-gly se tiene que su formula general
es [Acua (4,7-dimetil-1, 10-fenantrolina) (glicina) Cu (ll) nitrato], su peso molecular es de
425.89 g/mol. Su coeficiente de extincidn en agua es de 49.23, si la concentracién esta
expresada en moles por litro y de 0.12, si la concentracidn esta expresada en gramos por
litro. En solucién salina (Cloruro de Sodio) precipita. En solucidon dextrosada permanece
estable durante una semana seglin lo demuestran los espectros de luz. En solucién de
Ringer se mantiene estable por el tiempo de 3 semanas. No es soluble en metanol, al
disolverla en buffer de fosfatos (0.2 M) esta reacciona con los componentes del disolvente
ya que se forma una suspension en forma de pelicula blanca. Es estable en condiciones de
oscuridad y refrigeracion por lo menos durante 21 dias y se degrada muy facilmente cuando
se expone a la luz (Romero et al., 1996, 1998; Cermefio, 2007).

En el grupo de la familia Il de las Cas, se encuentra la Cas lll-Ea su formula es, [Acua (4,7-
dimetil-1,10-fenantrolina) (acetilacetonato) Cu (ll)nitrato] (Silva-Platas et al., 2018), su peso
molecular es de 450.94 g/mol, es soluble en agua, solucidn salina, solucién glucosa y
presenta un color azul intenso (Lépez, 2012). En estudios in vitro muestra una buena
actividad antineoplasica en lineas de células tumorales humanas y leucocitos de personas
sanas, superando incluso a los compuestos oxiplatino, carboplatino y cisplatino (Gracia-
Mora et al., 2001; Tovar et al., 2006; Alemoén-Medina et al., 2007).

Para la Cas lll-ia su formula es [Acua (4,4-dimetil-2,2'bipiridina) (acetilacetonato) Cu (Il)
nitrato] (Silva-Platas et al, 2018), su peso molecular es de 444.93 g/mol (Carvallo-
Chaigneau et al., 2008), es un polvo fino de color azul claro, el cual, es soluble en agua,
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metanol y suero dextrosado pH= 7.4 y en condiciones ambientales. El compuesto se mostrd
estable durante 12 horas al ser evaluado en disolucién amortiguadora de fosfatos (pH 7.4 y
64 mM A 372 C). Al determinar el momento magnético del compuesto, se encontré que se
trata de un compuesto paramagnético con un electrén desapareado, indicando que el
estado de oxidacién del Cu se encuentra como +2. La conductividad del compuesto
corresponde a la de un electrolito 1:1, por lo que contiene una molécula de nitrato como

contraién (Davila, 2017).

Cuadro 1. Compuestos de Casiopeinas familias y formulas.

FAMILIA FORMULA GEMERAL EJEMPLOS
[Cu (4, 7-difenil-fenantrolina)( W-O N0, Cas | gly, Cas | ser,
Cas lala
]|
[Cu (4, 7-dm difenil-fenantrelinaj] M-O JJNO5 Cas Il gly, Cas 1l ala,
Cas llser
Il-a [Cu (N-M) {Acac)NO L Cas llia, Cas lll Ea,
Cas lll 5a
ll-s [Cu (MN-N}[ salal JJNOy Cas lll Gs, Cas lll Cs,
Cas lll As
v [Cu {44 -dimetil-bipiridina){ N-0 )JNO5 Cas IV gly, Cas IV ser,
Cas IV ala
v [Cu (5-F- fenantralina){ N-0 J)]NOz Cas WV NOaqly,
Cas Vv NQ; ser
Vi [Cu (5, 6- dimefil- fenanfrolina)( M-O J]NOa Cas Vlagly, Cas VI ser,
Cas ¥Vl ala
Wl [Cu (1,10 fenantralina)] M-O NO: Cas VIl gly, Cas VIl ser,
Cas Vil ala
VIl [Cu (34,7, 8-tetrametil-fenantrolina)] N-O JJNO2 Zas VIl agly, Cas VI ser,
Cas VIl ala
¥ [Cu {22 -hipirdina){ N-O JINO3 Cas X gly, Cas IX ser,
Cas IX ala

Acac: acetilacetonato, salal: salicialdehidato. Tomado de (Lépez, 2012).
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2.6.1. Cardiotoxicidad por Casiopeinas.

En el 2001 Marin, caracteriza las lesiones a nivel celular mediante la utilizacién de la
microscopia electrénica de transmision, en ratones tratados con dosis cercanas a la dosis
letal media de Cas Il (14 mg/Kg). Los ratones presentaron diferentes manifestaciones
toxicas cardiovasculares y nerviosas, los principales signos que presentaron dentro de las
primeras 24 horas fueron taquicardia, ataxia, midriasis por mencionar algunas. En la
necropsia se observaron lesiones macroscdpicas como isquemia periférica, pericarditis
serosa, también congestion general y esplenomegalia. En las lesiones microscépicas se
observé degeneracion de fibras musculares cardiacas, congestién epicdrdica. A nivel celular
se encontraron lesiones y alteraciones en nucleos y organelos. Siendo la mitocondria uno
de los organelos mads afectados principalmente en las células de higado, del musculo
cardiaco y del rifidn, en donde se observé principalmente dilatacion de crestas, gigantismo
y pérdida total o parcial de sus membranas.

Marin-Hernandez en el 2003, evalud el efecto de las Cas sobre el metabolismo energético,
tanto en mitocondrias sanas de higado de rata como en mitocondrias de células tumorales
(hepatoma ascitico AS-30D) y en células intactas, demostré que Cas ll-gly interactua con la
mitocondria tanto de forma aislada como en la célula intacta, con efectos en diferentes
sitios que ocasionan la inhibicion de la fosforilacién oxidativa, en particular inhibe a la
enzima a-cetoglutarato deshidrogenasa a concentraciones menores de 10 nmoles/mg de
proteina y disminuye los niveles de ATP.

Hernandez-Esquivel et al. en 2006, empleando la rata como modelo de prueba, al evaluar
la relacién de la cardiotoxicidad con la inhibicion del metabolismo energético, reportan que
las Cas son menos tdxicas que la Adriamicina en corazones aislados y perfundidos con acidos
grasos como sustratos oxidables y en los experimentos con animales completos; fueron
menos tdxicas después de 10 minutos de administracién de farmaco antineoplasico
mostrando que el efecto de la Cas ll-gly (5 uM) y Cas lll-ia (10 uM) es reversible hasta un
80%, mientras que DOX (0.8 uM) no permite recuperacion.

En otro estudio donde se evalué la toxicidad aguda por Cas lll-ia y Cas llI-gly via intravenosa
en un modelo canino, se demostré que las Cas inducen arritmias cardiacas (es decir,
bradicardia, bloqueo cardiaco y arritmias ventriculares) y disfuncién sistélica como efectos
téxicos agudos (Leal-Garcia et al., 2007).

Silva-Platas et al. en el 2016 al evaluar el impacto potencial de las Cas en la energia
mitocondrial cardiaca, asi como los mecanismos moleculares subyacentes a la
cardiotoxicidad inducida por Cas (en mitocondrias cardiacas aisladas y cardiomiocitos),
encontraron que las Cas aumentan la tasa de respiracion del estado 4, reducen el contenido
de ATP (Cas lll-Ea y lI-gly) y en los cardiomiocitos reducen el potencial de membrana
mitocondrial (Aym); 4 uM de Cas llI-Ea. Lo que sugiere que Cas actia como desacoplante
mitocondrial. También reportaron una disminucidn en la capacidad de retencién de Ca®* en
las mitocondrias, una disminucién de la actividad mitocondrial de la aconitasa y un aumento

Pagina | 25



en la produccion de H,O; (Cas lll-ia; 52 uM y Cas lll-Ea; 47 uM) aunque este aumento no
mostro efectos en la peroxidacion lipidica.

Por otra parte, Silva-Platas et al. en el 2018, al emplear a la rata como modelo de prueba
para evaluar la cardiotoxicidad aguda por Cas lll-Ea, lll-ia, ll-gly, en tejido cardiaco ex vivo y
cardiomiocitos aislados, encontraron que las Cas disminuyen el metabolismo cardiaco (1-
10 uM de Cas) y la contractibilidad (Cas perfundidas durante 60 min a una concentracién 5
uM), reducen los niveles de ATP y el potencial de membrana mitocondrial (en corazén
completo y a nivel mitocondrial), asi como la actividad mitocondrial de la aconitasa (con Cas
lll-ia en corazones aislados), la capacidad de retencién de Ca?* mitocondrial. Y aumentan la
apertura de poros de transicion de permeabilidad mitocondrial (mPTP), ademas las Cas
estimulan la activacion de las caspasas 3, 7y 9.

Pese a lo anterior cabe destacar que los nuevos agentes quimioterapéuticos como las Cas
han mostrado una actividad antitumoral mas potente que DOX (Ruiz-Azuara y Bravo-
Gomez, 2010). Por ejemplo, la reduccién del volumen de tumores subcutdneos en ratones
desnudos lograda por Cas lll-ia fue del 81% (Carvallo-Chaigneau et al., 2008), mientras que
la de DOX fue del 20% (Watanabe et al., 1997).

2.7. Cardiomiocitos como modelo de estudio.

Los cardiomiocitos adultos son ampliamente aceptados como un buen modelo para la
fisiologia y fisiopatologia celular cardiaca, asi como para la intervencion farmacéutica. El
aislamiento y el cultivo de cardiomiocitos funcionales en gran cantidad y calidad benefician
drasticamente la investigacidn cardiovascular y proporcionan una herramienta importante
para la investigacion de la transduccidon de sefializacion celular y el desarrollo de farmacos
(Li, 2014).

Las técnicas para el aislamiento de los cardiomiocitos han sido dificiles de establecer,
porque el musculo cardiaco esta firmemente conectado entre si por los discos intercalares
y la red de la matriz extracelular y estas conexiones son dificiles de romper sin daiar las
células. En general, los cardiomiocitos ventriculares pueden aislarse de los corazones de
diversas especies de mamiferos (rata, ratén, hamster, etc.), aunque el corazén de la rata
sigue siendo el modelo mas usado para el aislamiento de los cardiomiocitos ventriculares
por dos razones. Primero, el tamaio del corazén se adapta facilmente a los sistemas de
perfusidn comercialmente disponibles, es mas o menos facil de manejar, el animal en si no
es costoso y el aislamiento normalmente da nimeros de células razonables que pueden
usarse dentro del dia siguiente. Segundo, la rata es el modelo animal mas utilizado en
biologia cardiaca (Schliter y Piper, 2005).
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3. Justificacion.
Con la mejoria del indice de curacién del cancer, el riesgo de dafio cardiaco a mediano y
largo plazo producido por las quimioterapias se encuentra entre los efectos adversos mas
serios y frecuentes. El daifo cardiaco afecta fuertemente la calidad de vida y supervivencia
de los pacientes oncoldgicos.

Es por esta razén que es de gran importancia identificar agentes quimioterapéuticos con
minimos efectos colaterales y amplia actividad antitumoral. De ahi que los fdrmacos a base
de Cu (Casiopeinas) podrian ser una alternativa menos tdxica y con mayor eficacia
terapéutica. Ya que se ha visto que al compararlas con otros antineopldsicos de uso regular
como el cisplatino o DOX, muestran mayor eficacia, tienen un tiempo de eliminacion mas
corto, presentan menor toxicidad para los tejidos normales y su costo de produccién es
considerablemente inferior.

Sin embargo, se ha reportado en diversos estudios que la administracién de las Cas llI-Ea,
lll-ia, Il-gly alteran funciones a nivel mitocondrial e induce cardiotoxicidad reversible en
corazones aislados. Es por esto que resulta de gran interés estudiar a los cardiomiocitos
como modelo de prueba ya que se puede obtener un estudio mas a fondo sobre las
repercusiones en el tejido cardiaco.

De ahi, que la importancia de este estudio sea conocer el efecto que tienen las Cas sobre la
produccién de ERO mitocondrial en cardiomiocitos aislados de rata como posible
mecanismo de cardiotoxicidad.
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4. Hipotesis del trabajo.
Se ha demostrado que la administracién de las Cas en modelos experimentales (in vitro, in
vivo y ex vivo) alteran las funciones mitocondriales y ocasionan cardiotoxicidad, por lo cual
si se administran diferentes concentraciones de Cas se incrementara la produccion de ERO
en las mitocondrias de los cardiomiocitos aislados de rata lo que llevara a una disminucion
en la viabilidad celular.

5. Objetivos.

5.1. General.
Evaluar el efecto de las Cas lll-Ea, lll-ia, ll-gly, sobre la produccion de ERO mitocondrial en
cardiomiocitos aislados de rata y su impacto sobre la viabilidad celular.

5.2. Particulares.

I.  Evaluar los niveles de ERO mitocondrial producidos por los tratamientos con Cas
[ll-Ea, lll-ia y ll-gly a diferentes concentraciones en cardiomiocitos aislados de rata
incubados con la sonda MitoSOX Red.

II. Determinar el efecto que tiene el tratamiento a diferentes concentraciones de Cas
IlI-Ea, lll-ia y lI-gly sobre la viabilidad de los cardiomiocitos aislados de rata.

lll.  Comparar los efectos toxicos de las Cas lll-Ea, lll-ia y ll-gly con el farmaco de
referencia DOX en cardiomiocitos aislados de rata.
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6. Material y método.

6.1. Animales.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso aproximado de 250 a 350 g.
Alojados en cajas de plastico, con cama de viruta de madera, con libre suministro de aguay
alimento, con periodos de luz/obscuridad (12:12), 20-30 % de humedad y 20-23° C.

6.2. Preparacion de soluciones para el aislamiento de cardiomiocitos.
e Solucién Tyrode 10x; Solucion madre o stock a una concentracién diez veces mas
concentrada.

Se llevaron a cabo los calculos pertinentes para obtener la cantidad de mg, g o ml
necesarios para preparar alicuotas de 20 ml diez veces mds concentrada a la
concentracion manejada en la extraccion de cardiomiocitos, una vez obtenidos, se
procedid a prepararla. Se agregd cada uno de los reactivos descritos del Cuadro 2 en
agua Milli-Q; esta se mantuvo en agitacién constante, posteriormente se ajusté a pH 7.4
con NaOH 2 M. No se le agregdé el MgCl, a la alicuota 10x; se agrego a la solucion 1x
(solucién de uso, para la extraccién de cardiomiocitos) el dia del sacrificio del animal
para que no se precipitara el medio. Las alicuotas se mantuvieron a una temperatura de
4° C hasta el dia del sacrificio un maximo de 30 dias.

Cuadro 2. Concentracidn y contenido de la solucidn Tyrode.
Reactivos PM Concentraciéon 1x ~ Concentracion 10x
g/20 ml g/20 ml

NaCl 58.44 0.151g 1.519¢g
Acido Lactico 90.08 0.0018 g 0.018 g
KCl . 74.56 0.0080 g 0.080 g

CsHsNaO; 110.04 0.0066 g 0.066 g
HEPES 238.3 0.119g 1.191g
MgCla 95.22 0.00190 g 0.019g
NaH,PO4*H.0 119.98 0.000910 g 0.00910 g
CeH1,06 180.15 0.079 g 0.79 g

e Solucidn Tyrode 1x; solucién de uso, para la extraccidon de cardiomiocitos.

Para esta solucidon fue necesario descongelar una alicuota de 20 ml 10x, a la cual se le agregd
los 19 mg de MgCl,y se aforé a 200 ml con agua Milli-Q, se oxigeno por 30 minutos y se
ajusté el pH a 7.4 con NaOH 2 M.

A partir de la solucidon 1x se prepararon las siguientes soluciones de trabajo el dia del
sacrificio del animal:

e Solucidn Tyrode con EGTA-HEPES (solucién de lavado): 100 ml Solucién Tyrode 1x
+100 plL de EGTA-HEPES a una concentracién 0.5 M.
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Nota: Solucion EGTA-HEPES 0.5 M: 9.5 g EGTA (etilenglicol-bis (B-aminoetil éter) - acido
N, N, N', N' -tetraacético; formula C14H24N2010) + 5.9 g HEPES (acido 4- (2-hidroxietil) -1-
piperazinetanosulfénico; formula CgH1sN204S) en 50 ml de agua Milli-Q. Ajustado a pH
7.4.

e Solucién Tyrode con colagenasa tipo Il (solucion uno): 30 ml de Solucién Tyrode 1x
+ 21 mg de colagenasa tipo Il + 15 pL de CaCl; 100 mM.
e Rampa de calcio:
a) Composicion de solucion dos: 15 ml Solucién Tyrode 1x + 150 mg de BSA
(albumina de suero bovino) + 12.5 pL de CaCl; 100 mM.
b) Composicidn de solucion tres a seis: 10 ml Solucién Tyrode 1x + 60 mg de BSA
+25 pL de CaCl; 100 mM.

6.3. Aislamiento de los cardiomiocitos ventriculares de corazones de rata.

Los animales fueron anestesiados con 100 mg/kg de pentobarbital por via intraperitoneal y
se les inyectd heparina (103 U/kg) por la misma via. La heparina se administro para evitar
la trombosis sanguinea.

En el momento en el que no hubo reflejo pedal. Se procedié a abrir la caja toracica para
remover el corazén, cortando el tejido conectivo y el corazén se recibié con la solucién
EGTA-HEPES (soluciéon de lavado) en frio (para detenerlo y evitar el preacondicionamiento
isquémico), rdpidamente se canulé la aorta, conectdndola a un sistema de perfusién tipo
Langendorff y se perfundié con solucién de lavado (solucion EGTA-HEPES); previamente
oxigenada por 30 minutos a una temperatura de 37 °C, en el momento en que la solucidn
de lavado no presento sangre, se cambid a la solucién de colagenasa tipo dos (solucién
uno), la perfusién con colagenasa se dejé hasta que la textura del corazén y la velocidad de
goteo cambio; con un minimo de perfusidon con colagenasa de 8 minutos.

El corazén se retird del sistema de perfusion tipo Langendorff y se recibié en una caja de
Petri que contenia una solucién con: 5 ml de solucion dos y 2 ml de solucién uno.

Dentro de esta solucidn se cortaron los ventriculos de la auricula y la aorta, los ventriculos
se cortaron y disgregaron para obtener los cardiomiocitos, la suspensién celular obtenida
se filtré en una malla para separar el tejido de la suspensidn celular, realizando varios
lavados del tejido con la solucion que contenia: 5 ml de solucién unoy 2 ml de solucion dos.

La suspensidn celular se centrifugd a 500 rpm por dos minutos, pasado este tiempo se retird
el sobrenadante y el botdn celular se conservd y se lavd con la solucion tres, a partir de este
lavado dejamos en reposo la suspension celular para que se sedimenten los cardiomiocitos
Figura 10, retiramos sobrenadante y lavamos el botdn celular con solucién cuatro, volvemos
a dejar sedimentar y retiramos sobrenadante, lavamos con solucidén cinco y dejamos
sedimentar a los cardiomiocitos, realizamos un ultimo lavado con solucidn seis.
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Figura 10. Suspension celular.

6.4. Determinacion del rendimiento celular y viabilidad celular de acuerdo a su
morfologia.

Al terminar los lavados, se conservd 5 ml de suspension celular, la cual fue resuspendida,
para tomar de 10 uL de la muestra, los cuales se colocaron en una camara de Neubauer
para realizar el conteo celular Figura 11. En el conteo solo se tomd en cuenta células viables
(células en forma de bastén con clara forma alargada y estriacién definidas, membrana
celular lisa y regular).

Figura 11. Cdmara de Neubauer con muestra de suspensién celul
https://www.youtube.com/watch?v=Xth6g4LYwQO

El calculo se realizé de la siguiente forma: contando los cardiomiocitos viables de los 4
cuadrantes este numero se dividié en 4, el resultado se multiplico por 10 000 lo cual nos dio
el nimero de células por mililitro de suspensidn celular. A partir de este conteo separamos
las células necesarias para nuestro control negativo; células sin MitoSOX.
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Viabilidad celular de acuerdo a su morfologia.

Al igual que para la evaluacion de numero de células por mililitro se tomaron 10 plL de
suspension celular homogeneizada y se realizd el conteo en un portaobjetos. Las células se
clasificaran de la siguiente forma (Pivet, 2010; Bautista, 2017):

e Viables: Células en forma de bastén con clara forma alargada con estriado de
sarcomeras definidas, membrana celular lisa y regular.
e No viables: Células de forma redonda sin estrias claras y contractura aparente

Calculo del porcentaje de viabilidad: células vivas/ células totales= dato obtenido por 100

. i e

o

Figura 12. Cardiomiocitos aislados de rata macho de la cepa Wistar (Micrografia a 40X). Células
viables en forma de bastdn con clara forma alargada con estriado de sarcémeras, membrana celular
lisa y regular. Células no viables de forma redonda, sin estrias claras (Pivet, 2010).

6.5. Incubacién con la sonda MitoSOX Red y exposicién a los tratamientos para
evaluar la producciéon de ERO mitocondrial en cardiomiocitos aislados.

A partir del primer conteo separamos las células necesarias para nuestro control negativo;
células sin MitoSOX Red.

El resto se incubd a obscuridad por 15 minutos con MitoSOX Red; MitoSOX Red es un
colorante fluorégeno para la deteccidon altamente selectiva de superdxido en las
mitocondrias de células vivas. Se dirige rapida y selectivamente a la mitocondria. Una vez
en la mitocondria, el reactivo MitoSOX ™ Red se oxida por superdxido y exhibe fluorescencia
roja Figura 13.

Pasado este tiempo se retird el sobrenadante y el botdn se lavé con solucion 6 dejando un
total de 5 ml de suspensidn celular para realizar el calculo de viabilidad celular y el nimero
de células por mililitro. A partir de este segundo conteo se realizé el cdlculo para colocar en
una microplaca 5000 células por pozo, tanto para las células sin MitoSOX Red (control) como
las incubadas con MitoSOX Red Figura 14.
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Figura 13. llustracién esquematica de la accién del MitoSOX para detectar ERO. La carga positiva de
MitoSOX es responsable de su acumulacidén intra-mitocondrial. Tomada y editada de Kauffman et
al., 2016.

Las células se expusieron a concentraciones 10 uM, 30 uM, 80 uM, 100 uM, por cada Cas
(Cas lll-Ea, Cas lll-ia, Cas ll-gly); se mantuvo la microplaca a 10 minutos en movimiento y
obscuridad. También se manejaron concentraciones de 100 uM de CCCP (carbonil-cianuro-
m-clorofenilhitrazona), 100 uM de Rotenona, y 20 uM, 600 uM de DOX como controles
positivos en la produccién de ERO mitocondrial; para estos tratamientos se mantuvo la
microplaca 5 minutos en movimiento y obscuridad Figura 14. Cada concentracién se
manejo por triplicado. Y se repitid seis veces (n=6).

Figura 14. Exposicién de los cardiomiocitos aislados por los diferentes tratamientos.

Al terminar los periodos de tiempo indicados se realizd una cinética de produccion de
fluorescencia (25 lecturas cada dos minutos en el espectrofluorémetro) para evaluar la
capacidad de produccion de ERO mitocondrial por cada tratamiento.
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6.6. Evaluacion de la formacién de ERO mitocondrial in situ.

Para esta evaluacioén se realizé el cdlculo para colocar en una microplaca 5000 células por
pozo; células previamente incubadas con la sonda MitoSOX Red. Cada concentracién se
manejoé por triplicado como en la cinética de produccion de fluorescencia. Las células se
expusieron con concentraciones 10 uM, 30 uM, 80 uM, 100 uM, por cada Cas (Cas llI-Ea,
Cas lll-ia, Cas ll-gly); se mantuvo la microplaca a 10 minutos en movimiento y obscuridad.
Manejamos concentraciones 100 uM de CCCP, 100 uM de Rotenona, 20 uM de DOX y 600
1M de DOX como controles positivos en la formacidon de ERO mitocondrial; se mantuvo la
microplaca a 5 minutos en movimiento y obscuridad. Pasando el tiempo de exposicién se
tomaron 20 plL de un pozo de cada concentracidén para las preparaciones laminares. Por
cada concentracion se registraron 10 cardiomiocitos (n= 10) con el microscopio de
fluorescencia Olympus. La fluorescencia emitida por cada cardiomicito se evalué con el
programa Imagel; software digital de procesamiento de imagenes cientificas
multidimensionales.

6.7. Cambios en la viabilidad con respecto al tiempo.

Para esta evaluacién todas las células se incubaron con MitoSOX Red, a partir de esta
suspension celular se calculd el nUmero de células por mililitro y viabilidad inicial, con los
resultados obtenidos se hizo el calculo para colocar en cada tubo Eppendorf 100 000 células,
para cada concentracién y reactivo; el volumen final fue de un mililitro, este volumen se
completd con solucidn 6. La exposicidn a los tratamientos fue la misma que se realizé en la
obtencién de la cinética de produccion de fluorescencia. Se manejo control negativo
(células con MitoSOX Red), controles positivos (100 uM de CCCP, 100 uM de Rotenona, 20
UM de DOX y 600 uM de DOX), y nuestro farmaco Cas llI-Ea, lll-ia, llI-gly (10 uM, 30 uM, 80
1M, 100 uM por cada Cas). El porcentaje de viabilidad se calculd por 80 minutos, evaluando
la viabilidad a diferentes intervalos de tiempo:

Control negativo y tratamientos con Cas en intervalos de tiempo de 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80 minutos. Por concentracién y reactivo.

Controles positivos en intervalos de tiempo de 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 minutos. Por
concentracion y reactivo.

Los experimentos se repitieron seis veces (n=6) por cada grupo de tratamiento.

6.8. Andlisis estadistico.

Todos los resultados se expresan como la media + desviacién estandar (DE). Para comprobar
si existe alguna diferencia significativa para cada grupo tratado contra el grupo sin
tratamiento se realizé la prueba t de Student. Para la comparacion de mds de dos grupos se
analizaron mediante el andlisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba de Dunnett
utilizando GraphPad Prism 5 (V.5.01; La Jolla, CA, EE. UU.). El valor de p <0.05 fue
considerado estadisticamente significativo.
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7. Resultados.

7.1. Produccién de ERO mitocondrial con y sin la sonda MitoSOX Red.

Es importante estudiar los cambios con base a un determinado periodo de tiempo para
comprender las alteraciones producidas por los tratamientos. Para verificar que la sonda
MitoSOX Red en efecto determina la presencia y produccion de ERO en las mitocondrias de
cardiomiocitos aislados, se analizaron células con y sin la sonda MitoSOX Red por medio de
una cinética de produccidn de fluorescencia en un periodo de 50 minutos (25 lecturas) en
el espectrofluordmetro Figura 16-17. Este tiempo se eligid ya que se observa una respuesta
significativa en la fluorescencia. Todos los experimentos se realizaron por triplicado para
cada grupo de tratamiento y se repitieron seis veces (n=6). En el Cuadro 3 se muestran los
resultados de la capacidad de produccién de ERO mitocondrial por la exposicidn a los
diferentes tratamientos (a los 50 minutos) tanto de las células no incubadas como las
incubadas con la sonda MitoSOX Red, donde se observa un aumento significativo en la
produccién de ERO mitocondrial en todos los tratamientos con la sonda MitoSOX Red.

Cuadro 3. Produccion de ERO mitocondrial con y sin la sonda MitoSOX Red.

Tratamiento Concentracion  RFU/Tiempo (sin la RFU/Tiempo (con la
uM. sonda MitoSOX Red). @ sonda MitoSOX Red).
Solo células (control basal). 0 -0.0003 + 0.00019 0.0047 +0.0010%*
Rotenona (Ci3H2,0¢6). 100 -0.0004 £ 0.00009 0.0195 +0.0017**
CCCP (carbonil-cianuro-m 100 -0.0005 £ 0.00015 0.0177 £ 0.0015**
clorofenilhitrazona).

Doxorrubicina. 20 -0.0725 £ 0.01736 0.0814 + 0.0052**
600 -0.1075 £ 0.06493 0.2376 + 0.0054**
Casiopeina IlI-Eqa. 10 0.0001 +0.00076 0.0064 + 0.0011**
30 -0.0003 £ 0.00038 0.0038 + 0.0011**
80 -0.0004 £ 0.00037 0.0040 + 0.0009**
100 -0.0006 £ 0.00051 0.0044 +0.0011**
Casiopeina lll-ia. 10 -0.0004 £ 0.00045 0.0080 + 0.0017**
30 -0.0005 £ 0.00044 0.0052 + 0.0017**
80 -0.0003 £ 0.00081 0.0059 + 0.0018**
100 -0.0007 £ 0.00020 0.0077 +0.0010**
Casiopeina Il-gly. 10 -0.0002 + 0.00028 0.0066 + 0.0014**
30 -0.0003 £ 0.00013 0.0032 +0.0013**
80 -0.0005 £ 0.00018 0.0035 +0.0012**
100 -0.0004 £ 0.00037 0.0046 + 0.0017**

Datos expresados por la media + desviacidn estandar. Seis repeticiones por cada concentracion de cada tratamiento.
*p<0.05 comparado con los tratamientos (RFU/Tiempo) sin la sonda MitoSOX Red utilizando la prueba t de Student.
*p<0.05 comparado con el control basal (RFU/Tiempo; con la sonda MitoSOX Red) utilizando ANOVA-Dunnett.

* p<0.05 comparado con Doxorrubicina 20 uM (RFU/Tiempo; con la sonda MitoSOX Red) utilizando ANOVA-Dunnett.
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Figura 17. Cinética de produccidn de fluorescencia con y sin la sonda MitoSOX Red. En un periodo
de 50 minutos (25 lecturas). Los datos estan presentados por la media de seis repeticiones (n=6)
para cada tratamiento.

7.2. Produccién de ERO mitocondrial en cardiomiocitos aislados por los tratamientos
con Cas lll-Ea, lll-ia y II-gly a diferentes concentraciones.

A partir de los datos obtenidos por la cinética de produccién de fluorescencia
(cardiomiocitos incubados con la sonda MitoSOX Red) se realizo el analisis estadistico para
determinar el efecto que tienen los tratamientos sobre la produccién de ERO mitocondrial.
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Los resultados de la producciéon de ERO mitocondrial a los 50 minutos se presentan en el
Cuadro 3, donde se observa que los tratamientos con 100 uM de CCCP, 100 uM de
Rotenona, 20 uM y 600 uM de DOX incrementaron la produccidon de ERO mitocondrial de
forma estadisticamente significativa con respecto al control basal de la produccién de ERO
mitocondrial. En los tratamientos con Cas no se observd un incremento en la produccién de
ERO mitocondrial de forma estadisticamente significativa con respecto al control basal

Figura 18-20.

Y al comparar los efectos entre el farmaco de referencia 20 uM de DOX y los diferentes
tratamientos con Cas se puede observar que hay diferencias estadisticamente significativas
en la produccién de ERO mitocondrial Figura 21-23.

PRODUCCION DE ERO MITOCONDRIAL MEDIANTE ESPECTROFOTOMETRIA.

0.025
*
0.02 *®

g
£ 0.015
o
=
S 0.01 006
& 0.0047 0.0038 0.004 0.0044

0.005 - l l I l I

0
Control. 100 pM 100 UMICCCP. 10 pM Cas lll-Ea. 30 pM Cas lll-Ea. 80 pM Cas Ill-Ea. 100 uM Cas llI-Ea.

Rotenona.
TRATAMIENTOS.

Figura 18. Produccidn de ERO mitocondrial por los tratamientos con 10 uM, 30 uM, 80 uM, 100 uM
de Cas lll-Ea. Los datos estan representados por la media + desviacion estdndar de las seis
repeticiones (*p<0.05 respecto al control, ANOVA-Dunnett).

PRODUCCION DE ERO MITOCONDRIAL MEDIANTE ESPECTROFOTOMETRIA.
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Control. 100 pM 100 pM CCCP. 10 pM Cas lll-ia. 30)pM Cas lll-ia. 80 puM Cas lll-ia. 100 pM Cas lll-ia.

Rotenona.
TRATAMIENTOS.

Figura 19. Produccidn de ERO mitocondrial por los tratamientos con 10 uM, 30 uM, 80 uM, 100 uM
de Cas lll-ia. Los datos estan representados por la media + desviacion estandar de las seis
repeticiones (*p<0.05 respecto al control, ANOVA-Dunnett).
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PRODUCCION DE ERO MITOCONDRIAL MEDIANTE ESPECTROFOTOMETRIA.
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Rotenona.
TRATAMIENTOS.

Figura 20. Produccidn de ERO mitocondrial por los tratamientos con 10 uM, 30 uM, 80 uM, 100 uM
de Cas ll-gly. Los datos estan representados por la media = desviacién estandar de las seis
repeticiones (*p<0.05 respecto al control, ANOVA-Dunnett).
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Figura 21. Produccidn de ERO mitocondrial por los tratamientos con 10 uM, 30 uM, 80 uM, 100 uM
de Cas lll-Ea. Los datos estdn representados por la media + desviacion estdndar de las seis
repeticiones (*p<0.05 respecto al grupo 20 uM DOX, ANOVA-Dunnett).
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PRODUCCION DE ERO MITOCONDRIAL MEDIANTE
ESPECTROFOTOMETRIA.
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Figura 22. Produccidon de ERO mitocondrial por los tratamientos con 10 uM, 30 uM, 80 uM, 100 uM
de Cas lll-ia. Los datos estdn representados por la media + desviacidn estdndar de las seis
repeticiones (*p<0.05 respecto al grupo 20 uM DOX, ANOVA-Dunnett).
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Figura 23. Produccidn de ERO mitocondrial por los tratamientos con 10 uM, 30 uM, 80 uM, 100 uM
de Cas ll-gly. Los datos estan representados por la media = desviacién estandar de las seis
repeticiones (*p<0.05 respecto al grupo 20 uM DOX, ANOVA-Dunnett).
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7.3. Formacién de ERO mitocondrial in situ por los tratamientos con Cas IlI-Ea, lll-ia y
ll-gly a diferentes concentraciones.

La fluorescencia puede detectarse mediante espectrofotometria de fluorescencia vy
visualizarse mediante microscopia de fluorescencia (imagenes de fluorescencia), o
citometria de flujo. Las imdgenes basadas en microscopia de fluorescencia permiten la
visualizacidn in situ de la formacidn de ERO en células o tejidos.

Los resultados de la intensidad de fluorescencia emitida por los diferentes tratamientos se
presentan en el Cuadro 4 como densidad éptica media por unidad de area (DO/A). Y en las
Figura 24-27, se muestran imagenes representativas por cada tratamiento.

En la Figura 29-30, se observa que la intensidad de fluorescencia aumenté
significativamente en todas las concentraciones con Cas lllI-Ea y Cas lll-ia con respecto al
control, en el tratamiento con Cas ll-gly solo las concentraciones 10 uM y 100 uM aumentan
la intensidad de fluorescencia de forma significativa con respecto al control Figura 31. Y al
comparar los efectos entre el farmaco de referencia 20 uM DOX y los diferentes
tratamientos con Cas se puede observar que solo la concentracién de 100 uM de Cas lll-Ea
presenta una intensidad de fluorescencia similar a DOX Figura 29.

Cuadro 4. Formacion de ERO mitocondrial (in situ) en cardiomiocitos aislados determinados por la
intensidad de fluorescencia de la sonda MitoSOX Red después de los tratamientos.

Tratamiento. Concentracion uM.  Repeticion (n). Fluorescencia (DO/A)
Solo células (Control). 0 10 23.50+3.44
Rotenona (C23H:220¢). 100 10 77.49 £ 3.07*
CCCP (carbonil-cianuro- 100 10 71.55 + 8.67*

m clorofenilhitrazona).

Doxorrubicina. 20 10 82.04 +1.08*
600 10 75.30 £ 9.38*
Casiopeina llI-Ea. 10 10 53.01 +9.75%
30 10 37.57 +11.39%
80 10 49.38 £ 7.42*
100 10 73.85 + 5.08*
Casiopeina lll-ia. 10 10 56.95 + 7.62*
30 10 42.08 £5.78*
80 10 54.08 + 6.99*
100 10 69.40 + 6.60*
Casiopeina ll-gly. 10 10 52.96 + 5.14*
30 10 20.02 +5.22
80 10 14.38 £ 1.03
100 10 40.75 £ 7.14*

Datos expresados por la media + desviacion estdndar. Diez repeticiones por cada concentracion de cada tratamiento.
*p<0.05 comparado con el control utilizando ANOVA-Dunnett.
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100 uM cccpP
(carbonil-cianuro-m
| clorofenilhitrazona).

600 uM
Doxorrubicina.

100 uM Rotenona 20 uM Doxorrubicina.
(C23H2,05).

23.50 + 3.44 71.55+£8.67 77.49 +3.07 82.04 +1.08 75.30 +9.38

Figura 24. Micrografia a 60x de cardiomiocitos aislados de rata. Formacion de ERO mitocondrial (in
situ) después de los diferentes tratamientos. Los datos estan representados por la media *
desviacion estandar de diez cardiomiocitos (*p<0.05 respecto al control, ANOVA-Dunnett).

Control. 10 uM Cas lll-Ea. 30 uM Cas lli-Ea. 80 uM Cas lll-Ea. 100 uM Cas lll-Ea.

23.50 + 3.44 53.01+9.75 37.57+11.39 49.38+7.42 73.85 +5.08

Figura 25. Micrografia a 60x de cardiomiocitos aislados de rata. Formacion de ERO mitocondrial (in
situ) después de los tratamientos con Cas lllI-Ea. Los datos estan representados por la media *
desviacidon estandar de diez cardiomiocitos (*p<0.05 respecto al control, ANOVA-Dunnett).
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Control. 10 uM Cas lll-ia. 30 puM Cas lll-ia. 80 uM Cas lll-ia. 100 uM Cas lil-ia.

2350+ 3.44 56.95 +7.62 42.08 £5.78 54.08 £ 6.99 69.40 £ 6.60
Figura 26. Micrografia a 60x de cardiomiocitos aislados de rata. Formacion de ERO mitocondrial (in
situ) después de los tratamientos con Cas lll-ia. Los datos estan representados por la media *
desviacion estandar de diez cardiomiocitos (*p<0.05 respecto al control, ANOVA-Dunnett).

Control. 10 uM Cas Il-gly. 30 uM Cas Il-gly. 80 uM Cas Il-gly. 100 uM Cas ll-gly.

23.50 £ 3.44 52.96 +5.14 20.02 +5.22 14.38 +1.03 40.75+7.14

Figura 27. Micrografia a 60x de cardiomiocitos aislados de rata. Formacion de ERO mitocondrial (in
situ) después de los tratamientos con Cas Il-gly. Los datos estdn representados por la media +
desviacidn estandar de diez cardiomiocitos (*p<0.05 respecto al control, ANOVA-Dunnett).

FORMACION DE ERO MITOCONDRIAL (IN SITU) MEDIANTE MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA.

y * * * *
80

70
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_::; 50
o 40
30
20
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CONTROL. 100 pM CECP, 100 M ROTENGNA. 20 M DOX. 600 uM DOX.
TRATAMIENTOS.

Figura 28. Formacién de ERO mitocondrial (in situ) después de los tratamientos. Los datos estan
representados por la media + desviacion estandar de diez cardiomiocitos (*p<0.05 respecto al
control, ANOVA-Dunnett).
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FORMACION DE ERO MITOCONDRIAL (/N SITU) MEDIANTE MICROSCOPIA DE
FLUORESCENCIA.
20

80
70
60
§ 50
840
30
20
10

*

CONTROL. 20 UM DOX. 10 uMiCas Ill-Ea. 30 uM Cas llI-Ea. 80 uM Caslll-Ea. 100 pM Cas IlI-Ea.
TRATAMIENTOS.

Figura 29. Formacién de ERO mitocondrial (in situ) después de los tratamientos con Cas llI-Ea. Los
datos estdn representados por la media + desviacidon estandar de diez cardiomiocitos (*p<0.05
respecto al control, ANOVA-Dunnett; *p<0.05 respecto a 20 uM DOX, ANOVA-Dunnett).

FORMACION DE ERO MITOCONDRIAL (/N SITU) MEDIANTE MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA.

90 %
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=) 40
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20
10

CONTROL. 20 UM DOX. 10 uM(Cas llia. 30 uMiCaslli-ia. 80 uM Caslll-ia. 100 uM Cas lil-ia.
TRATAMIENTOS.

Figura 30. Formacion de ERO mitocondrial (in situ) después de los tratamientos con Cas lll-ia. Los

datos estdn representados por la media + desviacion estandar de diez cardiomiocitos (*p<0.05

respecto al control, ANOVA-Dunnett; *p<0.05 respecto a 20 uM DOX, ANOVA-Dunnett).

FORMACION DE ERO MITOCONDRIAL (/N SITU) MEDIANTE MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA.
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I
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CONTROL. 20 UM DOX. 10/pM Cas ll-gly. 30 uM Cas ll-gly. 80 pM Cas Il-gly. 100 uM Cas ll-gly.
TRATAMIENTOS.

Figura 31. Formacién de ERO mitocondrial (in situ) después de los tratamientos con Cas II-gly. Los
datos estan representados por la media + desviacion estandar de diez cardiomiocitos (*p<0.05
respecto al control, ANOVA-Dunnett; *p<0.05 respecto a 20 uM DOX, ANOVA-Dunnett).
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7.4. Efecto en la viabilidad por los tratamientos con Cas llI-Ea, lll-ia y lI-gly a diferentes
concentraciones en cardiomiocitos aislados de rata.

Para estudiar el efecto de los diferentes tratamientos sobre la viabilidad en los
cardiomiocitos aislados de rata, se evalud la viabilidad después de diferentes intervalos de
tiempo 32-35, y se repitieron seis veces (n=6) por cada grupo de tratamiento. Los resultados
se presentan en el Cuadro 5-8 6-9.

En el Cuadro 6 7 se muestran las medias del porcentaje de viabilidad para los tratamientos
con Cas lll-Ea, donde se observa que se redujo significativamente la viabilidad con las
concentraciones 10 uM y 80 uM a partir de los 5 minutos, para las concentraciones 30 uM
y 100 pM se redujo significativamente la viabilidad, a los 10 minutos y 30 minutos
respectivamente Figura 33.

Para los tratamientos con Cas lll-ia, los resultados se muestran en el Cuadro 7 8, donde se
observa que el porcentaje de viabilidad se redujo significativamente a los 30 minutos con la
concentracion 30 uM, y a los 40 minutos con la concentraciéon 10 uM Figura 34.

Los resultados de las medias del porcentaje de viabilidad de los tratamientos con Cas Il-gly
se presentan en el Cuadro 8 9, donde se observa que el porcentaje de viabilidad no
disminuye de forma estadisticamente significativa en todas las concentraciones con
respecto al control Figura 35.

En la Figura 36-39 se muestran las medias del porcentaje de viabilidad final de los diferentes
tratamientos. Se puede observar que la disminucién en el porcentaje de viabilidad final en
el tratamiento con Cas Ill-Ea resulta estadisticamente significativo para todas las
concentraciones con respecto al control Figura 37.

En el tratamiento con Cas lll-ia disminuyo el porcentaje de viabilidad final de forma
estadisticamente significativa en las concentraciones 10 uM y 30 uM con respecto al control
Figura 38.

Para el tratamiento con Cas ll-gly se puede observar que la disminucién del porcentaje de
viabilidad final no resulta estadisticamente significativa en todas las concentraciones con
respecto al control Figura 39.

Al comparar los efectos de las Cas con el farmaco de referencia 20 uM DOX se puede
observar que hay diferencias estadisticamente significativas sobre la viabilidad final de los
cardiomiocitos aislados de rata en todos los tratamientos Figura 37-39.
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Figura 32. Cambios en el % viabilidad de cardiomiocitos aislados de rata. Los datos estan
representados por la media de seis repeticiones para cada tratamiento (*p<0.05 respecto al control,

ANOVA-Dunnett).

Cuadro 5. Porcentaje de viabilidad de cardiomiocitos aislados de rata a diferentes intervalos de tiempo (Controles).
Porcentaje de viabilidad a diferentes intervalos de tiempo (minutos).

Tratamiento.

0 5 10 20 30 40 50 60 70 80
Solo células (control). 70+0.5 686+1 67.5+1 646+3 62.5+3 59.6x4 573+6 55.2+6 526+6 513%6
100 pM CCCP. 701+05 -—-—- 56.5+4% 39.4+1% 31.7+3% 251:x2*% 164+4* 10+5* 7.8+4% 224+3%
100 uM Rotenona. 70+0.5 —_ 51.3+6% 40.1+7* 32%5* 221+5% 17.5+6% 11.9+6* 8.915* 4.6+4*
20 puM DOX. 70+ 0.6 —_— 53.9+7* 359%11% 286x9*% 232+8% 147+6* 5214% 26+3% 21+2%

600 pM DOX. 701+06 - 44.2+8*% 274+7* 19.8x5* 916* 1.8+x2% 01x03* 0x0* 0+£0*

Datos expresados por la media + desviacidn estandar. Seis repeticiones para cada tratamiento.
*p<0.05 comparado con el control utilizando ANOVA-Dunnett.
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30 pM Cas llI-Ea.
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Figura 33. Cambios en el % viabilidad de cardiomiocitos aislados de rata con Cas lll-Ea. Los datos
estan representados por la media de seis repeticiones por cada concentracion (*p<0.05 respecto al
control, ANOVA-Dunnett).

Cuadro 6. Porcentaje de viabilidad de cardiomiocitos aislados de rata con Cas llI-Ea a diferentes intervalos de tiempo.

Porcentaje de viabilidad a diferentes intervalos de tiempo (minutos).

=ternicnic 0 5 10 20 30 20 50 60 70 )
Solo células 70:05 686+1 67.+1 646+3  625t¢3 5064  573:6 55246 52646 51346
(control).

20UMDOX.  70%06 - 53957  359:11* 28.6+9%  23.2+8%  147+6%  52£4%  26+3%  21:2*
10uMCasl-Ea,  70+0.6 47.6+11% 417+8% 33210 20.8+7*  269%5%  23.9x5% 2145 2045 197%5"
30 uMCaslll-Ea. 70:0.6 S62+7  482+4*  37+10%  33.1:9*  30+6%  263+6%  197:3*  17£3*  152%2
80uMCasll-Ea, 70+0.6 517%14* 504x14 402:20% 32.6+15% 201£16* 27.6£14* 269:12* 251%11% 22+ 9
100 yM Cas li-Ea.  70:0.6  63.8+4 61.+5 513210  45:11* 37.8£13* 34:11*  30+11*  25:9%  24.4+0

Datos expresados por la media + desviacion estandar. Seis repeticiones para cada tratamiento.

*p<0.05 comparado con el control utilizando ANOVA-Dunnett.
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Figura 34. Cambios en el % viabilidad de cardiomiocitos aislados de rata con Cas lll-ia. Los datos
estan representados por la media de seis repeticiones por cada concentraciéon (*p<0.05 respecto al

control, ANOVA-Dunnett).

Cuadro 7. Parcentaje de viabilidad de cardiomiacitos aislados de rata con Cas lll-ia a diferentes intervalos de tiempo.
Porcentaje de viabilidad a diferentes intervalos de tiempo (minutos).

Tratamiento.

0 5] 10 20 30 40 50 60 70 80
Solo células (control). 70+05 686+1 67.5+1 646+3 62.5+3 59.6+4 573+6 552+6 526+6 51.3+6
20 uM DOX. 70406 -e-ee- 53.9+7* 359+11* 28.6+9*% 232+8* 147+6* 52+4* 26+3*% 2.1+2*
10 uM Cas lll-ia. 70+05 678+1 646+1 589+t4 52246 479+6% 444+6*% 3984+2% 3243* 26.612%
30 uM Cas lll-ia. 70+0.5 68.6+0.38 64+2 53.9+6 46.7+8%* 42.4+8*% 393+7* 33.7+7* 27.2+6%* 23.3+5%
80 pM Cas lll-ia. 70405 686+0.7 64.7+2 57.8+3 53.8+3 50+3 46 +5 43845 37.7+3 3444
100 uM Cas lll-ia. 70+0.5 68.2+09 66+2 58.7+5 53.6+5 50.8+5 48.1+7 46+8 41+5 37.5+5

Datos expresados por la media * desviacidn estandar. Seis repeticiones para cada tratamiento.
*p<0.05 comparado con el control utilizando ANOVA-Dunnett.
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Figura 35. Cambios en el % viabilidad de cardiomiocitos aislados de rata con Cas Il-gly. Los datos
estan representados por la media de seis repeticiones por cada concentracién (*p<0.05 respecto al

Cuadro 8. Porcentaje de viabilidad de cardiomiocitos aislados de rata con Cas ll-gly a diferentes intervalas de tiempo.
Porcentaje de viabilidad a diferentes intervalos de tiempo (minutos).

Tratamiento.

0 5 10 20 30 40 50 60 70 80
Solo células (control). 70+0.5 68.6+1 67.5+1 64.6+3 625+3 596+4 573+6 552+%6 526+6 51.3%6
20 uM DOX. 70+06 - 53.9+7* 359%11* 28.6+9* 23.2+8* 14.7x6% 52+4* 26+3* 21+2*
10 uM Cas ll-gly. 70.1x0.6 6832 6394 60.6£3 586+3 572+£2 5413 515%2 4922 45712
30 uM Cas ll-gly. 70.1x0.6 68.8+0.8 67.2+1 64.9+1 61.3+2 59.3+2 576+1 542+2 4973 4493
80 uM Cas Il-gly. 70.1+0.6 69+1 67.4+1 65.5+3 63.4+3 604+4 569+5 52.7+5 481+7 443+5
100 pM Cas li-gly. 70.1+0.6 69.2+04 67.6+0.9 65+1 626+2 603+1 573+2 55143 51943 46.2+6

Datos expresados por la media + desviacion estandar. Seis repeticiones para cada tratamiento.

*p<0.05 comparado con el control utilizando ANOVA-Dunnett.
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MEDIA DEL % DE VIABILIDAD FINAL DE LOS CONTROLES.
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CONTROL. 100 uM CCCP. 100 pM ROTENONA. 20 pM DOX. 600 pM DOX.

-10
TRATAMIENTOS.

Figura 36. Media del % de viabilidad final de los tratamientos con 100 uM CCCP, 100 uM Rotenona,
20 uM DOX y 600 uM DOX (*p<0.05 respecto al control, ANOVA-Dunnett).

MEDIA DEL % DE VIABILIDAD FINAL DEL TRATAMIENTO CON

Cas lll-Ea.
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CONTROL 20pM DOX 10 pMCaslll-Ea. 30 pM Cas [ll-Ea. 80 M Cas lll-Ea. 100 uM Cas Ill-Fa.
TRATAMIENTO.

Figura 37. Media del % de viabilidad final de los tratamientos con 10 uM, 30 uM, 80 uM, 100 uM de
Cas llI-Ea (*p<0.05 respecto al control, ANOVA-Dunnett; *p<0.05 respecto a 20 uM DOX, ANOVA-
Dunnett).
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MEDIA DEL % DE VIABILIDAD FINAL DEL TRATAMIENTO CON

Cas lll-ia.
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CONTROL 20uM DOX 10 pM Cas lll-ia. 30 uM Cas lll-ia. 80 pM Cas lll-ia. 100 pM Cas Ill-ia.
TRATAMIENTO.

Figura 38. Media del % de viabilidad final de los tratamientos con 10 uM, 30 pM, 80 uM, 100 pM de
Cas lll-ia (*p<0.05 respecto al control, ANOVA-Dunnett; *p<0.05 respecto a 20 uM DOX, ANOVA-
Dunnett).

MEDIA DEL % DE VIABILIDAD FINAL DEL TRATAMIENTO CON

Cas ll-gly.
70
i [ * * * *
Q so
a ] I
= 10 1
o
g
S 30
8, 45.7 44.95 44.35 46.25
. *
10
2.1
0
CONTROL 20uM DOX 10 pM Cas ll-gly. 30 pM Cas ll-gly. 80 pM Cas Il-gly. 100 uM Cas lI-gly.
TRATAMIENTO.

Figura 39. Media del % de viabilidad final de los tratamientos con 10 uM, 30 pM, 80 uM, 100 pM de
Cas ll-gly (*p<0.05 respecto al control, ANOVA-Dunnett; *p<0.05 respecto a 20 uM DOX, ANOVA-
Dunnett).
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8. Discusion.
Dos de las principales causas de muerte a nivel mundial son las enfermedades
cardiovasculares y el cancer (OMS, 2018). Estas pueden estar estrechamente relacionadas
teniendo en cuenta que los sobrevivientes de cdncer tienen un mayor riesgo de desarrollar
insuficiencia cardiaca debido al tipo de quimioterapia utilizada (Yeh et al., 2004).

Actualmente se utilizan mds de 100 farmacos antineopldsicos, que pueden ser
administrados solos o en combinacién. Entre ellos destaca la DOX que es un farmaco
antineopldsico altamente efectivo y estd presente en la mayoria de los cdcteles
quimioterapéuticos, pero su uso clinico se ve limitado por su incidencia de cardiotoxicidad
(Yeh et al., 2004; Duran, 2011; Velasquez et al., 2016; Silva-Platas et al., 2018).

En las Ultimas décadas se han descrito varios mecanismos subyacentes a la cardiotoxicidad
inducida por DOX; sin embargo, el aumento al estrés oxidante ha ganado apoyo como la
causa principal de la cardiotoxicidad inducida por DOX (Danz et al., 2009; Ludke et al 2017).

8.1. Produccién de ERO mitocondrial con y sin la sonda MitoSOX Red.

El corazoén es especialmente susceptible al dafio oxidante por ser un tejido de gran demanda
energética y por su alto contenido de mitocondrias en los cardiomiocitos, aunado a esto el
corazdén posee una menor capacidad antioxidante en comparacidn con otros érganos como
el higado; caracterizada por una expresion 150 veces menor de catalasa y 4 veces menor de
SOD (Martinez-Abundis et al., 2005; Gomez-Quiroz, 2008; Marin, 2013; Marotte y Zeni,
2013; Candas y Li, 2014).

La elevada cantidad de mitocondrias sirve como diana de la DOX ya que esta antraciclina
tiende a acumularse en la membrana interna mitocondrial, lo que genera una
sobreproduccion de ERO (El-Azem de Haro, 2013), ademas la DOX es capaz de inducir una
disminucion de la actividad del glutatién peroxidasa (Danz et al., 2009; El-Azem de Haro,
2013). Es por ello que esta investigacidén estuvo enfocada a evaluar la producciéon de ERO
mitocondriales en cardiomiocitos aislados, en el presente estudio se incubaron y
estimularon células con y sin la sonda MitoSOX Red.

Los ensayos basados en MitoSOX Red se utilizan ampliamente para detectar ERO
mitocondriales, especialmente O;". Esta sonda es un colorante fluorégeno que se dirige
dentro de las mitocondrias y produce fluorescencia roja cuando se oxida con O (Kauffman
et al.,, 2016). Los resultados de este trabajo muestran un aumento de la fluorescencia
debido a la oxidacién de la sonda por la presencia de ERO con respecto al control (células
sin sonda). Estos datos coinciden con los obtenidos por Gallardo en el 2014 donde aplicé la
misma concentracién de la sonda (5 uM) en células primarias del miocardio ventricular de
rata, procedentes de tejido embrionario donde se observé que la sonda MitoSOX detectd
alta cantidad de O,". En base a lo anterior podemos decir que el aumento en la fluorescencia
es debido a la oxidacidn de la sonda por presencia de ERO a nivel mitocondrial.
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8.2. Produccién de ERO mitocondrial en cardiomiocitos aislados por los tratamientos
con Cas lll-Ea, lll-ia y II-gly a diferentes concentraciones.

Durante las ultimas tres décadas, se han desarrollado una serie de ensayos y técnicas para
detectar y cuantificar la formaciéon de ERO mitocondriales.

Independientemente de los instrumentos utilizados, las técnicas implican el uso de un haz
de luz (ultravioleta o luz visible) que excita las moléculas fluorescentes y hace que emitan
luz de menor energia. Para detectar ERO mediante métodos basados en fluorescencia, se
incuba una sonda de deteccién basada en fluorescencia (sonda MitoSOX Red) con el sistema
generador de ERO (p. Ej., Enzimas, células, tejidos) y se detecta la fluorescencia del producto
de reaccidn para determinar las cantidades relativas de ERO (Kauffman et al., 2016).

Con la finalidad de conocer los efectos que tienen las Cas lll-Ea, lll-ia y ll-gly, sobre la
produccién de ERO mitocondrial en este trabajo se incubaron los cardiomiocitos aislados
con la sonda MitoSOX Red y se expusieron a diferentes concentraciones de Cas.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que no hay diferencias estadisticamente
significativas en la produccién ERO mitocondrial (velocidad de produccidn) en los grupos
tratados con Cas lll-Ea, lll-ia y ll-gly, en todas las concentraciones con respecto al control
Figura 18-20. Estos datos coinciden con los obtenidos por Silva-Platas et al., en el 2018
donde trataron a células intactas de corazén con concentraciones 4 o 20 UM de Cas llI-Ea,
en el cual encontraron que no hubo cambios significativos en la producciéon de anién
superoxido.

Y al comparar los resultados con el farmaco de referencia (20 uM de DOX) y los diferentes
tratamientos con Cas (lll-Ea, lll-ia y lI-gly) se puede observar que hay menor produccion de
ERO mitocondrial en todas las concentraciones estudiadas, como se aprecia en la Figura 21-
23.

Estos datos se relacionan con lo reportado por Herndndez-Esquivel et al. en el 2006 donde
empleando a la rata como modelo de prueba para evaluar la cardiotoxicidad de las Cas llI-
ia y ll-gly, encontraron que las Cas son menos cardiotdxicas que la DOX, lo cual podria
deberse a una fuerte unidén a la albimina; La albimina es una proteina que se encuentra en
gran proporcion en el plasma sanguineo, representando aproximadamente el 50% del total
proteico de dicha fuente, siendo entonces la principal proteina de la sangre. Su principal
funcién fisioldgica es mantener la presidon osmética y el pH sanguineo, ademas transporta
una gran variedad de compuestos enddégenos y exdgenos incluyendo acidos grasos,
metales, aminoacidos, esteroides y drogas (Lépez et al., 2013).

Ademads, se cuenta con otros reportes como el realizado por Fuentes-Noriega et al., en el
2002, donde se encontrd que arriba del 80% de las concentraciones de Cas lll-i se unian a
proteinas en el plasma de ratas Wistar.
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Por lo tanto, parece que las Cas son un grupo de farmacos antineoplasicos con menos
efectos toxicos que los farmacos probados como la DOX, ya que en el presente estudio se
observé que la produccion de ERO mitocondrial es diez veces menor en todas las
concentraciones de Cas al compararlas con el farmaco de referencia 20 uM de DOX.

8.3. Formaciéon de ERO mitocondrial (in situ) por los tratamientos con Cas llI-Ea, lll-ia
y lI-gly a diferentes concentraciones mediante microscopia de fluorescencia.

Para corroborar que la fluorescencia detectada por el espectrofluorémetro provenia de la
oxidacion de la sonda dentro de las mitocondrias de los cardiomiocitos aislados se
determind la formacion de ERO mitocondriales mediante imagenes tomadas por el
microscopio de fluorescencia Olympus (diez cardiomiocitos por tratamiento); Las imagenes
basadas en microscopia de fluorescencia permiten la visualizacidn in situ de la formacion
de ERO en células o tejidos.

En esta evaluacién se observd que el tratamiento con Cas llI-Ea y Cas lll-ia incremento
significativamente la formacién de ERO mitocondrial (produccion de ERO mitocondrial
acumulada) en todas las concentraciones con respecto al control Figura 29-30, estos datos
coinciden con los obtenidos por Silva-Platas et al., en el 2016 donde aplicaron Cas llI-Ea (47
puM) y Cas lll-ia (52 uM) en mitocondrias cardiacas, observando que las Cas Ill aumenta la
produccién de H20; en un 81% con Cas lll-ia y un 72% con Cas lll-Ea, no obstante este
aumento no mostré efecto en la peroxidacién lipidica al compararlos con los controles, este
efecto también fue observado de manera ex vivo por Silva-Platas et al., en el 2018, donde
reportan que no hubo aumento en la peroxidacion lipidica por el tratamiento con Cas lll-Ea,
Cas lll-ia y Cas ll-gly.

Con respecto a Cas llI-gly en el presente estudio se observd que Cas ll-gly actiia como un
posible inhibidor de la fosforilacidon oxidativa en las concentraciones 30 uM y 80 uM ya que
se ve cierta disminucién en la formacion de ERO mitocondrial con respecto al control
(control basal) Figura 27 y 31, estos datos se relacionan con los obtenidos por Marin-
Hernandez en el 2003 donde reporta que Cas ll-gly afecta la actividad mitocondrial a nivel
de la fosforilacién oxidativa, observando que las Cas inhiben la fosforilacidon oxidativa y los
niveles de ATP en células tumorales.

Y lo reportado por Hernandez-Esquivel et al. en el 2006 donde al perfundir Cas lll-ia y Cas
lI-gly en corazones aislados de rata observaron que Cas lI-gly reduce el contenido de ATP e
inhibe el consumo de oxigeno durante la perfusién, asi mismo disminuye el trabajo
cardiaco, lo que indica un efecto inhibitorio en la produccién de ATP mitocondrial.

No obstante en el presente estudio se observé un aumento significativo en la formacion de
ERO mitocondriales en las concentraciones 10 uM y 100 uM de Cas ll-gly con respecto al
control Figura 31, aunque este aumento en la formacién de ERO mitocondrial es menor que
el producido por las mismas concentraciones de Cas lll-Ea y Cas lll-ia, estos resultados
coinciden con lo reportado por Silva-Platas et al., en el 2016 donde observa que la
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produccién de ERO mitocondrial por Cas llI-gly (212 uM) es inferior al compararla con Cas
[lI-Ea (47 uM) y Cas lll-ia (52 uM), en base a lo anterior podriamos deducir que Cas Il gly
tiene un mayor efecto inhibitorio que desacoplante sobre la mitocondria.

Por otra parte al comparar los resultados de la formacion de ERO mitocondrial con el
farmaco de referencia (20 uM de DOX), se puede apreciar que la formacién de ERO
mitocondrial por Cas lll-ia y Cas lI-gly en todas las concentraciones empleadas es menor que
las producidas por DOX Figura 30-31, aunque la concentracion 100 uM de Cas lllI-Ea muestra
una formacién similar a DOX Figura 29, esto podria confirmar lo reportado por Silva-Platas
etal., en el 2018 donde observan que Cas Ill-Ea es la Cas mas cardiotdxica; ya que desacopla
la cadena de transporte de electrones mitocondrial, lo que puede acelerar la formacion de
ERO.

Los efectos observados en la formacién de ERO mitocondrial en los tratamientos con Cas
[lI-Ea y Cas lll-ia podrian deberse al ligando de acetilacetonato reactivo, este puede
contribuir al potencial de reduccién del centro de cobre y ser un factor decisivo en la
formacion de ERO mitocondrial (Silva-Platas et al., 2018).

Por lo cual cabe mencionar que los tratamientos Cas lll-Ea y Cas lll-ia presentan mayor
formacién de ERO mitocondrial en cardiomiocitos aislados de rata.

8.4. Efecto en la viabilidad por los tratamientos con Cas llI-Ea, lll-ia y lI-gly a diferentes
concentraciones en cardiomiocitos aislados de rata.

Varios farmacos antineopldsicos han reportado cardiotoxicidad como un efecto secundario
(cardiomiopatia e insuficiencia cardiaca, isquemia miocardica, arritmias, hipertensién y
tromboembolismo). La aparicidén de estos eventos cardiacos varia, y puede ocurrir de forma
aguda o retrasarse hasta 20 aifos después de la finalizacién de la quimioterapia (Silva-Platas
etal, 2016).

Por lo que en los nifios el problema es ain mas grave ya que tendran largo tiempo de
sobrevida una vez que el cancer sea curado. Es por ello que, la investigacion sobre los
efectos cardiotdxicos inducidos por farmacos antineoplasicos, especificamente la muerte
de cardiomiocitos y el desarrollo de insuficiencia cardiaca son indispensables para prevenir
la pérdida prematura de células cardiacas en pacientes sometidos a estos tratamientos.

Para determinar el efecto que tienen las Casiopeinas sobre la viabilidad evaluamos la
viabilidad conforme al tiempo. La detecciéon de la viabilidad celular es un importante
biomarcador en toxicologia y se emplea durante la evaluacién de los efectos tdxicos
provocados por sustancias quimicas, drogas asi para el estudio de nuevos compuestos
(Guzman, 2015).

Es este estudio el tratamiento con Cas lll-Ea reduce significativamente el porcentaje de
viabilidad final en todas las concentraciones probadas Figura 37, destacando cambios
significativos en el porcentaje de viabilidad en los primeros cinco minutos de tratamiento
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para las concentraciones 10 uM y 80 uM Figura 33. Este efecto podria explicar lo observado
por Marin en el 2001 donde reporta que la administracion de Cas Il tiene como
consecuencia manifestaciones toéxicas cardiovasculares en los primeros cinco minutos de la
administracion del farmaco (21 de 36 ratones evaluados).

Para el tratamiento con Cas lll-ia se observa una reducciodn significativa en el porcentaje de
viabilidad final en las concentraciones 10 uM y 30 uM Figura 38, estos cambios se pueden
apreciar a los 40 y 30 minutos respectivamente Figura 34.

La disminucién en el porcentaje de viabilidad final por los tratamientos con Cas lll-Ea y Cas
[ll-ia podria deberse a que hay una disminucidon en las defensas antioxidantes por la
acumulacién de ERO mitocondriales Figura 29-30 lo que promoveria el agotamiento del
glutation dentro de las mitocondrias, como se ha visto con el cisplatino (Martins et al., 2008;
Alemén-Medina et al., 2011) y la DOX (Danz et al., 2009; El-Azem de Haro, 2013).

El glutatién es parte importante de las defensas antioxidantes, es capaz de eliminar
radicales libres y es un indicador altamente sensible de la funcionalidad y viabilidad celular
(Pastore et al.,, 2003). La forma en que el glutation interactia con los metales es
extremadamente significativa en la toxicidad de un metal y se refleja directamente en la
concentracion intracelular de glutation (Alemén-Medina et al., 2011).

Kachadourian et al. en el 2010 reportaron que Cas ll-gly disminuye los niveles intracelulares
de glutatidn en las células H157 y A549 del cancer de pulmdén humano, también sugieren
que Cas ll-gly utiliza al glutation como fuente de electrones para catalizar la reacciones tipo
Fentén. Posteriormente en el 2011 Alemdén-Medina et al. encontraron que Cas Il gly es
capaz de inducir agotamiento de los niveles de glutation en células de melanoma murino
B16, por el aumento en la produccidn de radicales libres (por reacciones tipo Fentén).

Sin embargo, este efecto no se ve reflejado en el porcentaje de viabilidad final en los
tratamientos con Cas ll-gly Figura 39, esto podria deberse a que las concentraciones
manejadas en este estudio no producen un aumento significativo en la velocidad de
produccién de ERO mitocondrial en los cardiomiocitos aislados Figura 20.

Por lo que la cardiotoxicidad reportada anteriormente por Cas ll-gly, podria deberse al
deterioro de la energia celular, que compromete la capacidad de los cardiomiocitos para
generar ciclos adecuados de contraccion-relajacién (Silva-Platas et al., 2018). Ya que
nuestros resultados sugieren que Cas ll-gly actia como un posible inhibidor de la cadena de
transporte de electrones mitocondrial.

Ademas, cabe destacar que el efecto que tienen las Cas sobre el porcentaje de viabilidad
final es 10 veces menor para el tratamiento con Cas lll-Ea, 15 veces menor para el
tratamiento con Cas lll-ia y 20 veces menor para el tratamiento con Cas II-gly al compararlo
con el farmaco de referencia (20 uM de Doxorrubicina), es decir las Cas muestran menor
cardiotoxicidad que la doxorrubicina Figura 37-39.
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9. Conclusiones y comentarios.

- Las Cas (especialmente las Cas Ill) aumentan la produccidon total de ERO mitocondriales en
cardiomiocitos aislados.

- La Cas lll-Ea demuestra ser la mds cardiotdxica, ya que todas sus concentraciones
disminuyen el porcentaje de viabilidad final.

- La Cas lll-ia también disminuye el porcentaje de viabilidad final en las concentraciones 10
UMy 30 uM.

- Las Cas muestran menor cardiotoxicidad que la DOX ya que su velocidad de produccién de
ERO mitocondrial es inferior y el efecto que tienen sobre la viabilidad es menor, por lo que
las Cas podrian ser una alternativa menos téxica y con mayor eficacia terapéutica.

- Nuestros resultados contribuyen a tomar mejores decisiones en la administracién de las
Cas para la conservacion de la integridad fisica y salud del paciente.

- Nuestro trabajo se podria complementar con un experimento con cortes histoldgicos del
ventriculo izquierdo ya que las caracteristicas histopatolégicas de la cardiotoxicidad por
antraciclina se encuentran predominantemente en este o en el tabique interventricular.
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